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sowie den zahlreichen Diskussionen zur Verbesserung der Datenauswertung.
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Lipide stellen eine der wichtigsten Stoffklassen in biologischen Systeme dar und werden
in verschiedene Klassen eingeordnet, die sich in ihren Aufgaben stark unterscheiden. Als
Energiespeicher dienen Triacylglycerole (TAG), die aus mit Glycerol versterten Fettsäuren
bestehen. Die übermäßige Einlagerung von TAG ist ein zentraler Bestandteil der Adiposi-
tas. Im Rahmen des SFB 1052 wurde sich mit den Mechanismen auseinandergesetzt, die
zur Adipositas führen können. Ein wichtiger Bestandteil vieler Fragestellungen ist hierbei
die Analyse von Lipidproben. Dabei besteht ein großes Interesse die Lipidzusammenset-
zung zuverlässig und schnell ermitteln zu können. In der vorliegenden Arbeit wurde zu
diesem Zweck hauptsächlich die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) eingesetzt und
teilweise durch MALDI-TOF Massenpektrometrie (MALDI-TOF MS) ergänzt. Zunächst
sollte die quantitative Genauigkeit von Standard 1H-NMR Messungen mit GC-MS vergli-
chen werden. Hierzu wurden Extrakte von Fettgeweben aus adipösen Mäusen untersucht.
Es konnte hierbei eine der GC-MS überlegene Genauigkeit der NMR-Messungen festge-
stellt werden. Die Analyse beschränkte sich dabei zunächst auf gut voneinander getrennte
Resonanzen, was die Aussagekraft der Methode begrenzte. Daher wurde weiterhin eine
neuartige Form der Auswertung von Lipidspektren entwickelt, die auch überlappende Re-
sonanzen zur Analyse nutzen kann. Es wurde hierfür eine Bibliothek aus Referenzspektren
verschiedener Fettsäuren/TAG angelegt und ein Modell basierend auf Linearkombina-
tion verwendet. Die zu analysierenden Spektren wurden Summe der Referenzspektren
interpretiert und entsprechend in diese Teilkomponenten zerlegt. Dadurch war es möglich
wesentlich mehr Komponenten voneinander zu unterscheiden, als bei der Standardaus-
wertung. Neben der Analyse der allgemeinen Zusammensetzung von TAG-Proben war
der zweite Aspekt die Trennung und Quantifizierung von TAG-Isomeren. Durch Ver-
wendung hochaufgelöster 13C-NMR Spektren und MALDI-TOF MS konnten detaillierte
Aussagen über die TAG-Zusammensetzung getroffen werden. Der genannte Ansatz wur-
de an TAG Gemischen getestet und im Anschluss auf biologische Proben übertragen.
Einerseits wurden hierzu verschiedene Speiseöle untersucht, wodurch sich ein detail-
lierter Blick auf deren vielfältige TAG Zusammensetzung ergab. Andererseits wurde die
Methode auf Fettgewebe von gesunden und adipösen Mäusen angewendet und offenbarte,
dass der TAG Pool bei Entwicklung einer Adipositas überraschend stabil bleibt.
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1 Einführung und methodische Grundlagen
1.1 Einführung
1.1.1 Klassifizierung von Lipiden
Lipide stellen eine der wichtigsten Stoffklassen innerhalb biologischer Systeme dar.
Trotz ihrer zentralen Bedeutung werden Lipide in der Literatur nicht einheitlich
definiert. Nach der allgemeinen Definition sind Lipide biologische Moleküle mit
hydrophobem Charakter, der sich in der Löslichkeit in organischen Lösungsmitteln
ausdrückt [1]. Aktuelle Betrachtungen beziehen den biosynthetischen Standpunkt
mit ein und definieren Lipide über ihre Synthese aus carbanionischen Thioestern
bzw. carbokationischen Isopreneinheiten [2]. Je nach Betrachtung kann diese De-
finition stärker eingeschränkt werden und Lipide auf Stoffe reduzieren, deren
Biosynthese z.B. nur auf Derivaten von Fettsäuren basiert. Lipide werden in Haupt-
gruppen eingeteilt, von denen die wichtigsten Fettsäuren (FA), Glycerolipide (GL),
Glycerophospholipide (GPL), Sphingolipide (SP) und Sterole (ST) sind 1. Weitere
Gruppen wie Polyketide (PK) oder Prenole (PR) sind nur in pflanzlichen oder
mikrobiellen Systemen relevant und besitzen eine hohe strukturelle Heterogenität
[3]. Fettsäuren stellen die Grundbausteine der meisten anderen Lipidklassen dar.
Strukturell sind Fettsäuren Carbonsäuren mit variabler Kettenlänge von 4 bis 30
C-Atomen. Trotz ihrer theoretisch großen Vielfalt an Kettenlängen, kommen in
biologischen Systemen meist nur Fettsäuren mittlerer, geradzahliger Kettenlänge
von 14 - 20 C-Atomen vor [4, 5]. Die Kohlenstoffketten können gesättigt oder
ungesättigt vorliegen, wobei die Zahl der vorhandenen Doppelbindungen in tieri-
schen Systemen bei maximal 6 liegt. Bei allen natürlichen ungesättigten Fettsäuren
dominiert die cis-Konfiguration [4]. Aufgrund ihrer Synthese aus Acetyl-CoA
Bausteinen sind die Ketten geradzahlig und unverzweigt. Obwohl Fettsäuren die
zentralen Bausteine von Lipiden sind, kommen sie in freier Form wegen ihrer cy-
totoxischen Eigenschaften nur in geringer Konzentration vor [6–8]. Hauptsächlich
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liegen Fettsäuren in Zellen daher mit Glycerol, Sterol oder Sphingosin verestert
vor oder sind an Proteine gebunden [9, 10]. Die Veresterung mit Glycerol führt zur
Klasse der GL bzw. Acylglycerole (AG). Je nach Anzahl der Fettsäurereste werden
Mono-, Di- und Triacylglycerole (MAG, DAG, TAG) unterschieden. Die ebenfalls
mit Glycerol veresterten GPL besitzen zwei Fettsäurereste am und zusätzlich eine
phosphodiester verbrückte polare Gruppe an der sn-3 Position. Je nach Funk-
tionalisierung der Phosphatgruppe ergeben sich weitere Lipidklassen wie Gly-
cerophosphatidylcholine (GPC), Glycerolphosphatidylethanolamine (GPE) oder
Glycerolphosphatidylserine (GPS) [11, 12]. Phospholipide können anstelle von
Glycerol auch Sphingosin als Rückgrat aufweisen. Trotz ihres unterschiedlichen
Rückgrats sind sich SP und GPL in ihrer räumlichen Struktur sehr ähnlich [1].
Sterole sind Verbindungen aus einer rigiden Steran Ringstruktur mit einer mit
einer 3β-Hydroxygruppe und einer flexiblen Seitenkette. Häufigster Vertreter
dieser Gruppe ist Cholesterol, dass sowohl in freier als auch veresterter Form
vorkommt. Beide Formen unterscheiden sich in ihrer Funktion. Freies Cholesterol
ist die eigentliche physiologisch relevante Verbindung und dient als essentieller
Bestandteil von Biomembranen sowie als Vorläufermolekül von Gallensalzen und
Steroidhormonen. Dagegen sind Cholesterolester nur die Speicherform des Cho-
lesterols [13]. Andere Sterole wie Desmosterol oder Dehydrocholesterol kommen
dagegen nur in geringen Konzentrationen in Geweben vor [13].
1.1.2 Struktur und Nomenklatur der Triacylglycerole
TAG sind ungeladene Triester, die aus Glycerol und drei daran gebundenen Acyl-
resten bestehen. Die Positionen am Glycerolrückgrat werden mit sn-1, sn-2 und
sn-3 bzw. R1-R3 (s. Abb. 1) bezeichnet. Hierbei ist zu beachten, dass bei der
Synthese ausgehend vom Glycerol eine Unterscheidung zwischen sn-1 und sn-
3-Position möglich ist, jedoch meist nur zwischen äußerer sn-1,3-Position und
innerer sn-2-Position bei TAG unterschieden wird [15]. Als Acylreste finden sich
2









Abbildung 1 Auswahl wichtiger Lipidklassen a: Palmitinsäure und Linolsäure als
Beispiele für gesättigte und ungesättigte Fettsäuren. b: Struktur von TAG, mit dem
Glycerolrückgrat und drei Acylresten R1, R2 und R3. c: GPL Grundstruktur mi
einer Auswahl an biologisch relevanten Kopfgruppen. d: Struktur von Cholesterol.
Abbildung nach [14] adaptiert.
zum überwiegenden Teil Fettsäuren mittlerer Kettenlänge mit bis zu drei Dop-
pelbindungen. Die in der Literatur verwendete Nomenklatur für die veresterten
Fettsäuren ist nicht einheitlich. Neben den Trivialnamen wird meist eine n:m-
Nomenklatur benutzt, wobei n die Anzahl der C-Atome und m die Zahl der
vorhandenen Doppelbindungen bezeichnet. So wird z.B. Ölsäure zur Fettsäure
18:1 . Die Position der Doppelbindung wird entweder mit der ∆x-Bezeichnung
angegeben oder nach der ebenfalls weitverbreiteten ω-Benennung. Beide werden
in der Literatur verwendet [1, 16]. Alternativ zur ω−xNomenklatur wird auch die
von der IUPAC bevorzugte n− x Bezeichnung verwendet, [17] die allerdings che-
misch identisch zur ω−x-Bezeichnung ist. Der Unterschied zwischen der ∆x- und
ω − x-Nomenklatur liegt in der Zählweise der C-Atome. In der ∆x-Bezeichnung
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wird die Position der Doppelbindung ausgehend von der Carbonylgruppe gezählt,
während die ω−x-Nomenklatur von der terminalen Methylgruppe ausgeht [16, 17].
So ergeben sich z.B. für Linolsäure die Bezeichnungen 18:2(∆9∆12) bzw. 18:2(ω−6).
Für ein TAG müssten entsprechend alle Positionen nach einer dieser Nomenkla-
turen angegeben werden. Im Falle, dass für ein TAG die einzelnen sn-Positionen
nicht exakt bestimmt wurden, wird die vereinfachte n:m-Nomenklatur unter Ver-
nachlässigung des Glycerols gewählt. So wird z.B. TAG 54:3 angegeben, ohne
die genaue Zusammensetzung der einzelnen Fettsäuren zu kennen [11, 12]. So
könnte es sowohl TAG(18:2 18:0 18:1) als auch TAG(18:3 18:0 18:0) bedeuten, wo-
bei der Unterstrich angibt, dass Details der Acylpositionen unbekannt sind. Zur
Vereinfachung der Benennung bei gleichzeitiger Beibehaltung der Eindeutigkeit,
wurde in der vorliegenden Arbeit eine eigene Nomenklatur verwendet, die sich
auf Abkürzungen für die einzelnen Fettsäuren stützt. Die Nomenklatur ist in
Tabelle 1 aufgeführt und den oben beschriebenen Systemen gegenübergestellt.
Die gewählten Bezeichnungen leiten sich aus den eindeutigen Trivialnamen ab,
sodass z.B. Ölsäure mit ”O “ bezeichnet wird. Die Bezeichnung eines TAGs erfolgt
entsprechend durch die Angabe der drei Abkürzungen für die Acylreste, sodass
Triolein zu ”OOO “ wird. Die sn-Position wird hierbei berücksichtigt, sodass
”OLO “ und ”LOO “ zwei Isomere des TAG 54:4 beschreiben. Diese Nomenklatur
wurde in vorliegenden Publikationen verwendet, um die Beschreibungen sowohl
kurz als auch exakt zu halten.
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Abbildung 2 Struktur und Nomenklatur von Fettsäuren Darstellung von aus-
gewählten Fettsäuren im Kalottenmodell und Linolsäure als Strukturformel. a:
Palmitinsäure, b: Ölsäure, c: Elaidinsäure, d: Linolsäure. Die C-Atome sind von
der Carbonylgruppe ausgehend blau nummeriert bzw. von der terminalen Me-
thylgruppe aus in rot. Kalottenmodelle nach [1] adaptiert, Strukturformel aus
[18].
Tabelle 1 Nomenklatur von Fettsäuren Gegenüberstellung der verschiedenen
Nomenklaturen für bekannte Fettsäuren
Trivialname Abkürzung n:m ∆x ω − x
gesättigte Fettsäure Sa - - -
Laurinsäure La 12:0 -
Myristinsäure M 14:0 - -
Palmitinsäure P 16:0 - -
Stearinsäure S 18:0 - -
Palmitoleinsäure Pl 16:1 cis−∆9 ω − 7
Ölsäure O 18:1 cis−∆9 ω − 9
Elaidinsäure E 18:1 trans−∆9 ω − 9
Linolsäure L 18:2 cis, cis−∆9,∆12 ω − 6
Linolensäure Ln 18:3 cis, cis, cis−∆9,∆12,∆15 ω − 3
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1.1.3 Biosynthese von Fettsäuren und Triacylglycerolen
Die de novo Synthese von Fettsäuren ist ein Prozess, der sich aus drei einfachen
und vier zyklischen Teilschritten zusammensetzt [1]. Ein gesamter Synthesezy-
klus beginnt zunächst mit der Bildung von Malonyl-CoA aus Acetyl-CoA, das
im Anschluss auf eine Thiol-Gruppe in der acyl carrier protein domain (ACP) des
Multienzymkomplexes fatty acid synthase (FAS) übertragen wird. Ein weiteres
Acetyl-CoA Molekül wird ebenfalls auf eine Thiol-Gruppe jedoch innerhalb der
beta-ketoacyl-ACP synthase domain der FAS übertragen [19]. Von da an wird der
vierstufige Synthesezyklus durchlaufen. Zunächst findet eine Kondensation der
Malonyl- und Acetyl-Reste mit gleichzeitiger Decarboxylierug statt. Es folgt die
Reduktion der gebildeten β-Keto-Gruppe mit anschließender Dehydratisierung.
Die entstandene Doppelbindung wird zuletzt reduziert. Dieser Zyklus wird durch-
laufen bis sich das Endprodukt Palmitinsäure gebildet hat. Die Palmitinsäure
ist der Ausgangspunkt für die meisten weiteren endogen gebildeten Fettsäuren.
Hierzu wird die Palmitinsäure sowohl über Elongasen verlängert als auch über
Desaturasen oxidiert. Die chemische Reaktion der Verlängerung mittels Malonyl-
CoA Einheiten ist äquivalent zur bereits beschriebenen Reaktionsfolge innerhalb
des FAS-Komplexes [20]. Für die Bildung von sehr langkettigen Fettsäuren kom-
men jedoch andere Enzyme zum Einsatz, die am endoplasmatischen Retikulum
gebunden sind. Für die Insertion von Doppelbindungen stehen mehrere Desatura-
sen zur Verfügung, die jeweils nur an einer spezifischen Position oxidieren können.
Daher werden diese Enzyme nach der Position ihrer Aktivität benannt, sodass
es ∆9, ∆6 oder ∆5-Desaturasen gibt (s. Abb. 3) [21]. Nicht alle Fettsäuren können
endogen gebildet werden, da die ∆12- und ∆15-Desaturase in Säugetieren fehlen.
Hier werden die essentiellen Fettsäuren Linol- und Linolensäure aus der Nahrung
geliefert. Zu beachten ist, dass beide essentiellen Fettsäuren im Körper vollständig
getrennte Stoffwechselwege nehmen. Linolsäure wird für die Synthese von Ei-
cosapentaensäure (EPA) benötigt, während Linolensäure zu Docosahexaensäure
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(DHA) umgewandelt werden kann [22]. Dennoch konkurrieren beide Stoffwech-
selwege um die selben Desaturasen, sodass das Verhältnis beider Fettsäuren in
der Nahrung einen Einfluss auf die Bildung von Lipidmediatoren, wie z.B. Pros-
taglandinen hat [23]. Ein hohe Aufnahme von Linolsäure führt zur verstärkten
Bildung von Dihomogammalinolensäure (DHGL) und beeinflusst damit direkt
Entzündungsreaktionen. Sowohl endogene Fettsäuren als auch diätische werden
in TAG und GPL eingebaut.
Die TAG werden je nach Gewebe über verschiedene Wege gebildet. Die meisten
Gewebe synthetisieren TAG über den Glycerolkinase Pathway (G3P), bei dem
Glycerol zunächst zu Glycerol-3-phosphat aktiviert wird [24, 25]. Es folgt eine Acy-
lierung an der sn-1-Position durch verschiedene Glycerol-3-phosphat Acyltrans-
ferasen (GPAT), sodass LPA gebildet werden [24]. Diese Reaktion findet entweder
in den Mitochondrien oder dem ER statt. Obwohl TAG in Adipozyten gespeichert
werden, sind gerade diese Zellen nicht in der Lage TAG aus Glycerol zu syntheti-
sieren [25]. Stattdessen wird in Fettzellen Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) als
Ausgangssubstanz genutzt, das durch die Glycerol-3-phosphate Dehydrogenase
(GPDH) ebenfalls zu G3P umgesetzt wird. Ab diesem Punkt mündet dieser Weg
in den G3P Pathway. Im weiteren Verlauf werden die LPA über Acylglycerol-3-
phosphat Acyltransferasen (AGPAT) zu 1,2-Diacylglycerol-phosphaten bzw. Phos-
phatidsäuren (PA) acyliert. Nach Entfernung des Phosphatrests liegen schließlich
DAG vor. Im Darm können TAG durch einen dritten Weg synthetisiert werden [26].
Hier werden aus der Nahrung aufgenommene TAG zu MAG hydrolysiert, die
wiederum als Ausgangspunkt für neue TAG dienen können. Hintergrund ist die
Bereitstellung von TAG für den Transport durch die Blutbahn in Form von Chy-
lomikronen. Hierzu werden MAG durch Monoacylglycerol O-Acyltransferasen
(MOGAT) acyliert und es entstehen DAG. Ab dieser Stelle treffen alle Synthesewe-
ge aufeinander und es werden aus den DAG mittels verschiedener Diacylglycerol
O-Acyltransferasen (DGAT) TAG gebildet.
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Abbildung 3 Elongation und Desaturation von Fettsäuren Dargestellt sind die
möglichen enzymatischen Umwandlungen endogener und diätischer Fettsäuren.
Adaptiert nach [21]
1.1.4 Biologische Funktion der Triacylglycerole
Die biologischen Funktionen von Lipiden sind vielfältig und unterscheiden sich
stark je nach betrachteter Lipidklasse. Der Funktionsumfang übersteigt den Inhalt
dieser Arbeit bei weitem, sodass hier nur ein kurzer Abriss gegeben wird. Durch
die Fortschritte im Bereich ”Lipidomics “, ist die Komplexität der bekannten
Stoffwechselwege und Signalnetzwerke stark angestiegen [27, 28]. Die Haupt-
funktionen von Lipiden liegen im Membranaufbau, der Energiespeicherung und
Signalgebung. Eukaryotische Zellmembranen bestehen hauptsächlich aus GPL
und Cholesterol, die sich zu nicht kovalenten Makrostrukturen verbinden. Es bil-
det sich aufgrund des amphiphilen Charakters der GPL eine Lipiddoppelschicht
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aus, die das Zellinnere von der Umgebung abtrennt. Die Verteilung der verschie-
denen Klassen von GPL ist asymmetrisch, sodass GPC meist in der äußeren
Membran vorkommt, während GPE oder GPS innen liegen [1, 29]. Neben der
rein strukturellen Funktion als Membranbausteine, sind Lipide an zahlreichen
Signalwegen beteiligt. Die Signalfunktion von GPL ergibt sich meist durch deren
Spaltung mittels spezifischer Phospholipasen, [1, 30] die sich hinsichtlich ihres An-
griffspunkts unterscheiden. Die spezifischen Spaltprodukte wie Phosphatidsäure,
Arachidonsäure oder Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) sind in einer Vielzahl von
Prozessen involviert, wie z.B. der Prostaglandinsysnthese, Ca2+-Freisetzung oder
des Cytoskelettumbaus [29, 30]. Zu den Funktionen dieser Lipidklassen findet sich
ausführliche Literatur, jedoch wird der Fokus im folgenden auf den TAG liegen. Im
Gegensatz zu den bisher genannten Lipiden sind TAG vorrangig Speicherlipide,
die vor allem in Adipozyten akkumuliert werden. Prinzipiell ist jedoch jeder Zell-
typ in der Lage TAG zu speichern. Ursache für die universelle Fähigkeit von Zellen
Lipide speichern zu können, liegt in der notwendigen Pufferung von Fluktuatio-
nen des Energiebedarfs [31]. Die große Bedeutung der TAG als Energiespeicher
wird beim Vergleich ihres Energieinhalts mit Zuckern deutlich. Kohlenhydrate
in Form von Glykogen haben einen Brennwert von 17 kJ/g, während TAG auf
38 kJ/g kommen. Wird zusätzlich der Wassergehalt des Glykogens berücksichtigt,
so liegt die Energiedichte von TAG sechsfach über der von Kohlenhydraten [1].
Innerhalb der Zellen kommen TAG als Hauptbestandteil von Lipidtröpfchen
(LD) vor, die aus einen TAG Kern bestehen, der von einer GPL Monoschicht
umschlossen wird [31]. LD sind die einzigen bekannten Organellen, die nicht
von einer Doppelmembran umschlossen sind und werden daher eher als intra-
zelluläre Emulsion beschrieben [32]. Entgegen älterer Vorstellungen sind diese
Strukturen sehr dynamisch und unterliegen einem ständigen Auf - und Abbau.
Darüber hinaus wächst zunehmend die Erkenntnis, dass LD eine hohe Diversität
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und Funktion aufweisen [33]. Je nach Zelltyp
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liegen die TAG Speicher in der Zelle verteilt oder konzentriert in einem einzelnen
Organell vor. Ihre Zusammensetzung korreliert mit Wachstum bzw. Schrumpfung
des Lipiddepots [34, 35]. Hinsichtlich der Charakterisierung von LD haben sich
zwei Ansätze etabliert. Einerseits wird sich auf die mit den Organellen assoziierten
Proteinen fokussiert, [36, 37], andererseits auf die eigentliche Lipidzusammenset-
zung [38, 39]. Trotz des wachsenden Forschungsinteresses an den TAG-Speichern,
finden sich jedoch kaum Daten zur genauen Zusammensetzung der TAG in den
LD. Insbesondere die Verteilung von TAG Regioisomeren in verschiedenen Gewe-
ben oder bei Lipid-asssoziierten Krankheiten wie Adipositas oder Steatose, sind
weiterhin unerforscht. Anhand der Literatur ist davon auszugehen, dass die Be-
stimmung konkreter TAG Spezies methodisch nicht routinemäßig möglich ist und
daher meist entfällt. Hier versucht die vorliegende Arbeit die analytische Lücke
etwas zu schließen und zeigt hierzu mögliche Verbesserungen in Publikation III
auf.
1.1.5 Extraktion und Fraktionierung von Lipiden
Um Lipide analysieren zu können, müssen diese meist erst aus dem Ausgangs-
material extrahiert werden. Ausnahmen bestehen bei reinen Lipidproben wie z.B.
Ölen. Die weiterverbreiteten älteren Protokolle nach Folch [40] und Bligh-Dyer
[41] verwenden Choloroform und Methanol zur Extraktion. Durch das Bestreben
Chloroform zu ersetzen, wurden Dichlormethan [42] und Methyl-tert-butylether
(MTBE) basierte Protokolle entwickelt, wobei Letzteres in der vorliegenden Arbeit
eingesetzt wurde [43]. Die Extraktion basiert dabei auf der Verwendung eines
10:3:2,5 (v/v/v) MTBE-Methanol-Wasser Gemischs. Vorteilhaft ist hierbei, dass
sich nach der Phasentrennung die Lipide in der oberen, organischen Phase des
Extrakts sammeln. Die extrahierten Lipide müssen häufig im Anschluss, je nach
weiteren Vorgehen, getrennt werden. Im Bereich der Lipidanalytik dominieren
hierfür chromatographische Methoden, die je nach Lipidklasse durch weitere Ver-
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fahren ergänzt werden. Von zentraler Bedeutung sind hierbei die hochauflösende
Flüssigkeitschromatogaphie (HPLC) sowie die Gaschromatographie (GC). Eben-
so kommen ältere Methoden wie die Dünnschichhchromatographie (DC) zum
Einsatz. Allen Methoden gemein ist die Verwendung einer stationären Phase, auf
welche ein aufzutrennendes Lipidgemisch gegeben wird. Eine mobile Phase wird
an dieser vorbeigeführt und die Moleküle der Probe trennen sich anhand ihrer
physikochemischen Eigenschaften, die durch Kettenlänge, Sättigungsgrad und
Polarität der Kopfgruppe bestimmt sind, zwischen beiden Phasen auf [44]. Durch
verschiedene Materialien können die chemischen Eigenschaften der stationären
Phase an die aufzutrennenden Lipidklasssen angepasst werden. Typische Funktio-
nalisierungen der stationären Phasen sind Silber-Ionen, Siloxane, C-18, C-8 oder
auch Phenylreste [45].
DC findet Anwendung bei der Trennung von GPL nach deren Kopfgruppen.
Hierzu wird ein Lipidextrakt auf Silicagel oder Kieselguhr aufgetragen und über
organische Lösungsmittelgemische als Laufmittel aufgetrennt. Nach Trocknung
der stationären Phase können die getrennten Lipide angefärbt werden [11]. Ana-
log zur DC wird auch HPLC verwendet, um Lipide nach Klassen aufzutrennen.
HPLC wird je nach Polarität der Phasen als normal phase (NP-HPLC) oder reversed
phase (RP-HPLC) bezeichnet [44]. Bei NP-HPLC ist die stationäre Phase polarer als
die mobile. GPL können anhand ihrer Kopfgruppen bei NP-HPLC getrennt wer-
den, während RP-HPLC Lipide hinsichtlich der Hydrophobitzität ihrer Acylreste
trennen kann [12]. Um das Probenvolumen zu senken und damit den Durchsatz
zu erhöhen werden die HPLC-Anlagen für immer höhere Drücke ausgelegt. Die
physikochemischen Grundlagen der Ultra High Performance Liquid Chromatography
(UHPLC) sind jedoch identisch zur HPLC [46, 47]. Im Gegensatz zur HPLC wird
bei der GC die mobile Phase als Gasgemisch an der stationären Phase vorbeigelei-
tet. Voraussetzung für den Einsatz von GC ist die zersetzungsfreie Verdampfung
der Lipide. Dadurch wird die Verwendung auf einige Klassen beschränkt. Zur
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Erhöhung der Flüchtigkeit müssen die zu trennenden Lipide oft hydrolysiert und
die Acylreste derivatisiert werden, was zeitaufwändig und fehleranfällig ist. Je
nach Wahl der stationären Phase können die Fettsäureester nach Molekularge-
wicht oder Sättigungsgrad aufgetrennt werden [48]. Silber wird zur Trennung
ungesättigter Verbindung genutzt und kann sogar die Geometrie der Doppel-
bindungen unterscheiden. Jedoch muss das Säulenmaterial unter reduzierenden
Bedingungen gehalten werden [49]. Informationen über die Positionen von Acyl-
resten innerhalb von Lipiden gehen bei der GC aufgrund der Probenvorbereitung
(Hydrolyse) prinzipiell verloren.
Neben der Trennbarkeit der einzelnen Lipide muss auch deren Detektierbarkeit
gewährleistet sein. Meist kommen UV-Detektoren zum Einsatz, die entweder die
Lipide direkt detektieren oder deren mit Fluorophoren umgesetzte Derivate [45].
Gesättigte Lipide, die nur mittels ihrer Carbonyl-Gruppe UV-Licht absorbieren,
sind entsprechend schwer zu detektieren. Alternativ wird Lichtstreuung (LSD)
zur Detektion verwendet. Jedoch wird hierbei die Probe zerstört, weshalb sich
diese Methode nicht durchgesetzt hat [44]. Als Methode der Wahl zur Detektion
hat sich stattdessen die Massenspektrometrie (MS) etabliert.
1.1.6 Bestimmung und Quantifizierung von Lipiden mittels
Masssenspektrometrie
Neben der Chromatographie hat sich die Massenpekrometrie (MS) im Bereich der
Lipidanalytik etabliert. Im zunehmenden Maße werden Flüssigchromatographie
und MS in Kombination verwendet (LC-MS), um die Vorteile beider Methoden
nutzen zu können. Bei der MS werden die Analyten ionisiert und in der Gas-
phase nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis (m/z) getrennt. Dabei besteht die
Möglichkeit die Ionen zu fragmentieren (MS/MS), um aus den Bruchstücken die
Ausgangssubstanz zu bestimmen [50]. Die Ionisationsquellen können in harte
und weiche Techniken eingeteilt werden, wobei die weichen Methoden Elektro-
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spray Ionisation (ESI) und Matrix-Ionisation (MALDI) bevorzugt werden [51].
ESI erlaubt die Messung von Extrakten ohne vorherige Auftrennung als shotgun
Methode, was insbesondere bei Hochdurchsatzmessungen Zeitvorteile bringt [52].
Das Auftreten ungewollter Fragmentierungen erschwert hierbei jedoch teilweise
die Zuordnung von Signalen. Der Zeitgewinn durch die fehlende Auftrennung
wird durch die nicht triviale Auswertung der Spektren aufgewogen. [53] Aktu-
ell Lösungsansätze für die Zuordnung sind die Beschreibung von Peaks mittels
declarative molecular fragmentation query language (MFQL) ohne Verwendung von
Datenbanken [54]. Vollständig automatisierte Auswertungen stehen jedoch noch
nicht zur Verfügung. Weiterhin führt die gleichzeitige Messung von hoch und
gering konzentrierten Lipiden aufgrund von unterschiedlichen Ionenausbeuten
der Analyten zu Problemen bei der Quantifizierung. Die Ionisierung erfolgt nicht
durch Elektronenverlust, sondern durch den Zusammenschluss mit anderen Io-
nen wie z.B. H+ oder Na+ zu Quasimolekülionen und ist daher stark von der
chemischen Struktur der Analyten abhängig [12]. Mittel der Wahl bei komplexen
Gemischen ist daher LC-MS. Mittels LC werden die Lipidgemische nach Gruppen
vorgetrennt, was zu einfacheren MS-Spektren führt. Im Gegensatz zum shotgun
Ansatz lassen sich durch Vortrennung auch sehr gering konzentrierte Lipide de-
tektieren. Das Detektionslimit liegt bei ESI-MS typischerweise im Femtogramm
Bereich [55]. Unabhängig von der Frage der vorherigen Trennung, tritt bei der
MS das Problem isobarer Peaks auf. Hierbei ist die nominale Masse zweier ver-
schiedener Moleküle gleich, obwohl sie sich chemisch unterscheiden. Anschaulich
lässt sich dies am Beispiel von CO und C2H4 zeigen, die beide ein nominales
Molekulargewicht von 28 Da besitzen. Ein Auflösung bis auf 1 Da ist demnach
unzureichend für die Unterscheidung isobarer Moleküle. Neuere Entwicklungen
haben zu besseren Auflösungen geführt, sodass heute Peaks bis auf 0,001 Da pro-
blemlos unterschieden werden können [53]. Neben der Identifizierung, stellt die
Quantifizierung mittels MS ein Problem dar. Absolute Konzentrationsbestimmung
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bedürfen interner Standards, wobei für jede Lipidklasse ein eigener Standard ver-
wendet werden muss. Die automatisierte, reproduzierbare Normalisierung auf
diese internen Standards in komplexen Spektren ist Gegenstand aktueller For-
schung [56]. Insgesamt ist MS die wichtigste Methode für die Lipidanalytik, vor
allem wenn komplexe Gemische untersucht werden sollen. Jedoch sind einige ana-
lytische Nischen mit MS nur schwer zugänglich und können besser über andere
Methoden, wie z.B. Kernspinresonanz abgedeckt werden.
1.1.7 Analytik von TAG mittels 1H-NMR
Neben der HPLC und MS, erfährt auch die Kernspinresonanz (NMR) eine zu-
nehmende Bedeutung bei der Lipidanalytik. Zum theoretischen Hintergund der
NMR sei wegen des Umfangs auf die Literatur verwiesen [57]. 1H-NMR ist int-
rinsisch quantitativ und anstelle einzelner Moleküle werden die innerhalb einer
Probe vorkommenden funktionellen Gruppen unterschieden [57]. Daraus ergeben
sich sowohl die Vor- als auch Nachteile dieser Methode. Entscheidend für die
Aussagekraft ist die Dispersion der NMR Signale und damit die Anzahl der zu
unterscheidenden funktionellen Gruppen. Für TAG lassen sich die in 4 darge-
stellten Gruppen bei 600 MHz voneinander trennen. Bereits in frühen Arbeiten
an 300 MHz Spektrometern konnte gezeigt werden, dass einfache 1H-NMR Spek-
tren für die Auswertung von Lipidproben genutzt werden können. Die ermittelte
Anzahl an Doppelbindungen stimmte gut mit der durch Titration bestimmten
Iodzahl überein [58]. Mit der Verfügbarkeit höherer Feldstärken stieg die Zahl
der identifizierten Signale und damit auch die Einsatzmöglichkeiten der 1H-NMR
[59, 60].
Schwerpunktmäßig lag die Entwicklung im Bereich der Lösungs NMR (ls-
NMR) und wurde später durch Festkörper-NMR (ss-NMR) ergänzt. Im Gegensatz
zur ls-NMR wird bei der ss-NMR keine Extraktion durchgeführt, sondern das
Ausgangsmaterial direkt in einem Zirkonium Rotor unter magic angle spinning
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(MAS) Bedingungen gemessen [61, 62]. Der Vorteil liegt in der zerstörungsfreien
Untersuchung der Probe, was ss-NMR zu einer vielversprechenden Methode
macht. Trotz vieler Machbarkeitsstudien, [63–67] hat sich ss-NMR jedoch nicht als
Standard bei der Lipidanalytik etablieren können. Mangelnde Dispersion durch
zu breite Resonanzen und zu lange Messzeiten stehen einer Etablierung im Wege.
Zusätzlich werden durch die fehlende Extraktion sowohl polare wie auch apolare
Moleküle gleichzeitig detektiert, was ein Nachteil für die reine Lipidanalytik
darstellt. Durch die kleinteiligen Rotoren und deren zeitintensive Befüllung ergibt
sich kein eindeutiger zeitlicher Vorteil im Vergleich zur Extraktion bei der ls-NMR.
Während die Probenextraktion automatisiert werden könnte, ist dies für den
Zusammenbau von MAS-Rotoren nicht möglich.
Entscheidendes Qualitätskriterium für den Einsatz der NMR ist die Vergleich-
barkeit mit anderen Methoden. Der Goldstandard für die Quantifizierung freier
Fettsäuren ist nach wie vor die Bestimmung des Säurewerts durch KOH Zuga-
be [68]. Hier konnten mit 1H-NMR bereits nahezu identische Ergebnisse erzielt
werden [69]. Veresterte Fettsäuren in TAG oder GPL werden nach Hydrolyse und
Derivatisierung mit GC bestimmt [44, 45]. Beim Vergleich von GC mit 1H-NMR,
konnte die Genauigkeit der NMR Ergebnisse bei verschiedenen Proben validiert
werden [59, 60]. Der Methodenvergleich basiert in bisher vorliegenden Publikatio-
nen auf dem Vergleich zu präparierten Standardproben, mit meist sehr geringer
Konzentration an gesättigten Fettsäuren. Dagegen fehlt bisher die Betrachtung
von auf Proben, die einer vorherigen Extraktion bedürfen, sowie einen hohen
Anteil gesättigter Fettsäuren aufweisen. In Publikation II wurde daher die Genau-
igkeit von 1H-NMR und GC bei der Bestimmung der TAG Zusammensetzung von
Mausfett verglichen, um die quantitative Aussagekraft in biologischen Proben zu
untersuchen.
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1.1.8 Analytik von TAG mittels 13C-NMR
Der Großteil der detektierbaren Signale in 1H-NMR Spektren liegt im Bereich von
0 ppm - 10 ppm, was bei einem 600 MHz Spektrometer einer spektralen Breite
von 6 kHz entspricht. Da die Feldstärke von Spektrometern technisch begrenzt ist,
kann die Dispersion nicht beliebig erhöht werden. Ist die Signalauflösung nicht
ausreichend, so kann statt 1H- auch 13C-NMR verwendet werden. Bei 13C verteilen
sich die Signale hauptsächlich zwischen 0 ppm - 180 ppm bzw. auf einer spektralen
Bandbreite von 27 kHz. Bei den angegebenen Werten liefern 13C-NMR Spektren die
4,5fache Dispersion im Vergleich zu 1H [57]. Weiterhin ist die Halbwertsbreite der
13C Resonanzen geringer als bei 1H, was zusätzlich zu einer besseren Ausnutzung
der Bandbreite beiträgt. Durch die genannten Vorteile eignet sich 13C-NMR zur
Unterscheidung von sehr ähnlichen Strukturen, insbesondere von Isomeren. Dies
soll anhand von TAG-Isomeren verdeutlicht werden. TAG-Isomere können bei
vielen Standardmethoden nicht unterschieden werden. Bei GC geht die Positions-
information durch die Derivatisierung verloren. In MS Spektren besitzen Isomere
die gleiche exakte Masse und können daher auch bei höchsten Auflösungen
nicht getrennt werden. Hier müssen die TAG fragmentiert werden, wobei auch
hier die Zuordnung zu den einzelnen Positionen des Glycerolrückgrats verloren
geht. Meist wurden die bekannten Literaturdaten über TAG-Isomere durch en-
zymatischen Verdau erhalten, indem spezielle Lipasen, die nur an der sn-2- oder
sn-1,3-Position spalten, eingesetzt wurden [70]. Am weitesten verbreitet ist der
Einsatz von Pankreaslipase, die TAG zu 2-MAG umsetzt [71, 72]. Diese Methode
ist jedoch unhandlich und fehleranfällig. Die Reaktionspuffer müssen Gallensalze
enthalten und es treten während der Reaktion Umesterungen zwischen den Acyl-
resten auf. Weiterhin gibt es keine bekannte Lipase, die zwischen den Positionen
sn-1 und sn-3 unterscheiden kann. Neuere Entwicklungen führen eine enzymfreie
Hydrolyse mit Ethyl-Magnesiumbromid (EtMgBr) durch, wobei alle Positionen
statistisch verteilt, einzeln gespalten werden und DAG entstehen. Die gebildeten
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DAG werden anschließend mit chiralen Verbindungen umgesetzt, sodass drei
verschiedene Arten von Diastereomeren entstehen. Diese lassen sich nun chroma-
tographisch trennen [73]. Die genaue Verteilung der Produkte nach der Hydrolyse
mit EtMgBr ist unbekannt und wird als ideal berachtet. Ebenfalls vorgeschlagen
wurde anstelle einer enzymfreien Hydrolyse, eine lösungsmittelfreie, enzymati-
sche Hydrolyse durchzuführen, die jedoch nur bei der Bildung von Acylglycerolen
und nicht deren Spaltung erfolgreich umgesetzt wurde [74]. Als Alternative zu
den genannten Methoden wurde 13C-NMR vorgeschlagen, die in der Lage ist
zwischen den Acylpositionen in TAG zu unterscheiden. Die Differenzen sind
dabei abhängig von der Position der betrachteten Gruppe relativ zur Carbonyl-
gruppe. Mit zunehmenden Entfernung nimmt die Unterscheidbarkeit zwischen
den Acylpositionen ab. Die größte Differenz in der chemischen Verschiebung
findet sich daher direkt an der Carbonylgruppe und kann bereits mit 300 MHz
Spektrometern aufgelöst werden [75]. Mit der Etablierung von 600 MHz Geräten
stieg die Zahl der Anwendungen an. So wurden 13C-NMR Spektroskopie für die
Qualitätsanalyse von Olivenölen verwendet [76, 77]. Entgegen der klassischen
Lehrbuchmeinung, die die chemische Verschiebung als lokalen Effekt beschreibt,
konnte gezeigt werden, dass sich die Acylposition auf C-Atome auswirkt, die bis
zu 14 Atome von der Esterbindung entfernt sind [76, 78, 79]. Die aufgeführten
Arbeiten beschränken sich auf den Einsatz von 13C-NMR, was zwar eine Aussage
über die Positionsverteilung zulässt, jedoch nicht ausreichend für die Bestimmung
der TAG Verteilung ist. Erst die Kombination aus NMR und MS wie unten näher
beschrieben, ermöglicht eine Aussage über die gesamte TAG Verteilung einer
Probe.
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1.2 Methodische Grundlagen
1.2.1 1H-NMR Spektoskopie zur Bestimmung der Fettzusammensetzung
mittels Integration separierter Resonanzen
Um Veränderungen der molekularen Zusammensetzung zwischen den einzelnen
Gruppen quantitativ analysieren zu können, wurde 1H-NMR eingesetzt. Der Ar-
beitsablauf ist in Publikation II beschrieben. Ziel war es die Fettzusammensetzung
von drei verschiedenen Fettgewebstypen unter zwei unterschiedlichen Diäten zu
bestimmen und die Ergebnisse mit GC als Standard zu vergleichen. Die Ermitt-
lung der Fettzusammensetzung war hierbei relativ und nicht absolut. Sie basierte
auf der Integration ausgewählter Signale der 1H-NMR Spektren. In Abbildung 4
sind die Spektren mit den zugeordneten Signalen dargestellt. Nur wenige Signa-
le des Spektrums sind eindeutig einzelnen Molekülen zuzuordnen. Stattdessen
werden die Signale Gruppen von Lipiden zugeordnet und daraus eine Verteilung
berechnet. Alle Signale wurden auf die Methyl-Gruppe normiert. Da Fettgewebe
zu über 98% aus TAG besteht, [1] können die drei Methylgruppen als 9 Protonen
betrachtet werden, die sich aus den 3 Acylresten ergeben. Als weitere Signale
wurden die olefinischen Protonen bei 5,3 ppm (olef) integriert, die in MUFAs und
PUFAs vorkommen. Die Signale bei 2,7 ppm stehen für allylische Protonen und
sind entsprechend charakteristisch für PUFAs. Aufgrund der hohen Dispersion
bei 600 MHz kann in diesem Bereich Linolsäure direkt durch Integration von
anderen PUFAs unterschieden werden. Anhand dieser Informationen können die
Gleichungen 1-4 für Linolsäure 1, Linolensäure 2, MUFAs 3 und SAFAs 4 abge-
leitet werden. Mit diesen Gleichungen wurde die relative Fettzusammensetzung
von subcutanen, visceralen und braunem Fett in Publikation II ermittelt. Hierbei
wurden die NMR-Ergebnisse zuerst ermittelt und danach die GC Daten erhoben.
Nachteilig an dieser Auswertung ist, dass nicht weiter unterschieden werden kann,
welche MUFAs und SAFAs in der Probe vorkommen. Selbst unter Einbeziehung
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weiterer Signale ist dies nicht möglich, da diese nur redundante Informationen
liefern. Die Aufstellung eines linearen Gleichungssystems (LGS), bei dem die
verschiedenen Fettsäuren und ihre funktionellen Gruppen eingetragen werden,
führt stets zu singulären Matrizen. Darunter ist zu verstehen, dass die Zahl der
unabhängigen Gleichungen im LGS geringer ist als die Anzahl an unterschiedli-
chen Komponenten im Spektrum. Um dennoch weitere Informationen aus den
1H-NMR Spektren gewinnen zu können, wurden diese mittels Linearkombination
und Ähnlichkeitsanalyse ausgewertet.
L = 150 · Sallyl linol (1)
Ln = 75 · (Sallyl − Sallyl linol) (2)
MUFA = 150 · Solefin − 2L− 3Ln (3)
SAFA = 100−MUFA− L− Ln (4)
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Abbildung 4 1H-NMR Spektrum von subcutanen Fettgewebe Zuordnung der Si-
gnale im 1H-Spektrum am Beispiel eines Gewebsextrakts von subcutanem Fett.
Zum Vergleich ist die Strukturformel von Linolsäure dargestellt. 1: terminale Me-
thylgruppe, Methylgruppe bei ω-3 Fettsäuren zu höheren Frequenzen verschoben.
2/3: Methylgruppen, 4: vicinal olefinische Protonen, 5: olefinische Protonen, 6:
allylische Protonen, 7: Protonen am Cβ, 8: Protonen am Cα. Zusätzlich sind die
drei stark-gekoppelten Signal des Glycerolrückgrates zugeordnet.
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1.2.2 Ähnlichkeitsanalyse von 1H-NMR Spektren
Wie bereits ausgeführt, können 1H-NMR Spektren mittels Integration quantitativ
(in mol%) ausgewertet werden. Jedoch können in komplexen Gemischen niemals
alle Resonanzen voneinander getrennt werden und es kommt zu Überlagerungen
zwischen Resonanzen verschiedener Moleküle. Anstatt ein Spektrum als eine Dar-
stellung von funktionellen Gruppen zu betrachten, kann es auch als Linearkombi-
nation der Spektren der Einzelsubstanzen in der Probe betrachtet werden. Daraus
leitet sich die Idee des linear combination modelings (LCM) ab [80]. Hierbei wird
das 1H-NMR Spektrum als Vektor aufgefasst, welcher eine Linearkombination aus
Basisvektoren darstellt. Die Basisvektoren sind die Spektren der einzelnen Verbin-
dungen in der Probe. Für eine Lipidprobe wären das z.B. die einzelnen Fettsäuren
bzw. TAG. Um nun die Zusammensetzung der Probe zu ermitteln muss der Vektor
des Spektrums quantitativ in die Basisvektoren zerlegt werden. Dabei können die
Signale der Basisvektoren auch überlappen. Entscheidend für die Trennbarkeit
der einzelnen Komponente ist nur, dass deren Gesamtspektren sich hinreichend
unterscheiden. Für die mathematische Bestimmung der Ähnlichkeit von Vekto-
ren stehen mehrere Ähnlichkeitsmaße bzw. Distanz-Metriken zu Verfügung. Bei
den punktweise zu berechnenden Verfahren werden immer zwei Vektoren Punkt
für Punkt miteinander verglichen. Hierzu zählen die Euklidische Entfernung
oder auch die City-Block Entfernung zweier Vektoren, die auch als Hypotenusen-
bzw. Kathetenabstand interpretiert werden können [81]. Alternativ kann auch das
Skalarprodukt bzw. der Winkel zischen den Spektren berechnet werden. Das Pro-
blem bei NMR Spektren ist jedoch, dass eine punktweise errechnete Ähnlichkeit
Nachbarpunkte ignoriert. Da NMR Signale jedoch im Gegensatz zu MS Signalen
”shiften“können, ergeben sich bereits bei leicht zueinander verschobenen Spektren
große Abweichungen im Endergebnis. Daher muss die nähere Umgebung eines Si-
gnals gewichtet mit einbezogen werden. Eine Distanz-Metrik, die diese Bedingung
erfüllt ist die gewichtete Kreuzkorrelation (weighted cross correlation, WCC). Hier
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werden die Nachbarpunkte eines Signals über eine geeignete Funktion mit ge-
wichtet, sodass kleinere Verschiebungen zwischen den Spektren toleriert werden
können [82]. Der Grenzwert für die Toleranzschwelle kann frei gewählt werden,
sollte jedoch im Rahmen der beobachteten experimentellen Schwankungen liegen.
Bisher wurde diese Methode für Lipidspektren nicht eingesetzt und es finden
sich in den NMR Datenbanken auch kaum Lipidspektren, die als Basisvektoren
genutzt werden könnten. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit erörtert wel-
che Verbesserungen mit WCC im Vergleich zur klassischen Auswertung mittels
Integration erzielt werden können. Die Ergebnisse und Vorgehensweise werden
gesondert im Zusatzkapitel I dargestellt.
1.2.3 Bestimmung der TAG Zusammensetzung mittels 13C-NMR
Spektroskopie und MALDI-TOF MS
Der Ansatz zur Bestimmung der TAG Isomere liegt in der Beobachtung, dass die
13C-NMR Spektroskopie und die MS sich gegenseitig ergänzende Informationen
über die TAG Zusammensetzung liefern. In Abbildung 5 ist anhand zweier ver-
schiedener TAG dargestellt welche Informationen NMR und MS jeweils liefern
und wie sich Veränderungen bei der TAG Zusammensetzung auf die Spektren
auswirken.
Das Prinzip wird an den beiden TAG OOO und LLL dargestellt. In einer Probe,
die beide TAG enthält, liefert das MS-Spektrum zwei Peaks, die 6 Da auseinander-
liegen. Im 13C-Spektrum ergeben sich für jedes olefinische C-Atom zwei Signale,
sodass bei OOO insgesamt vier Signale auftreten und bei LLL acht, wobei in Abbil-
dung 5 nur die vier Signale C10 und C12 dargestellt sind. Die Signalpaare beider
TAG zeigen ein Verhältnis von 2:1, was sich aus der Verteilung der Fettsäuren
auf die sn-Positionen ergibt. Beide TAG haben jeweils nur eine Fettsäurespezies
als Acylrest. Somit existiert ein innerer O-Acylrest bei OOO bzw. L-Acylrest bei
LLL und jeweils zwei äußere. Das Gesamtverhältnis der Signale liegt bei 2:1:2:1.
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Abbildung 5 Schema zur Kombination von DEPT und MS Oben: Signale der
olefinischen C-Atome im 13C-NMR Spektrum in Abhängigkeit der TAG Zusam-
mensetzung. Unten: Signale der TAG im Massenspektrum.
Werden nun zwei Acylreste horizontal zwischen den TAG getauscht, so verändert
sich nur das MS-Spektrum. Statt OOO und LLL liegen nun OLO und LOL vor.
Da im 13C-Spektrum die Signale aller Acylreste einzeln angezeigt werden, ändert
sich nichts an der Signalverteilung. Jedoch liegen nun zwei völlig andere TAG vor,
deren Massen von den vorherigen abweichen. Die zwei Peaks im MS-Spektrum
haben nun nur noch eine Massendifferenz von 2 Da. Werden dagegen inner-
halb eines TAG die Acylreste vertauscht, sodass Isomere entstehen, so bleibt das
MS-Spektrum unverändert und es verändert sich das 13C-Spektrum. Eine Isomeri-
sierung ändert die Masse eines Moleküls nicht, jedoch das Verhältnis aus inneren
und äußeren Acylresten. Die neuen TAG LOO und LOL haben gemeinsam 3
äußere L-Acylreste, einen äußeren O-Acylrest und 2 innere Acylreste, sodass sich
die Intensitätsverhältnisse 1:2:3:0 ergeben. Die Verhältnisse müssen quantitativ
sein, sodass nur bestimmte Pulssequenzen verwendet werden können, um die
Spektren aufzunehmen. Direkt angeregte 13C-Spektren sind quantitativ, jedoch auf-
grund des schlechten Signal-Rausch-Verhältnisses sehr zeitintensiv. Daher wurden
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die 13C-Spektren mittels Polarisationstansfer aufgenommen. Hierzu wurde die
DEPT45 Sequenz (distortionless enhancement by polarization transfer) gewählt, da im
Gegensatz zu INEPT (insensitive nuclei enhancement by polarization transfer) eine von
der J-Kopplung nahezu unabhängige Übertragung zwischen 1H- und 13C-Kernen
stattfindet [57]. Die Signalintensitäten sind demnach quantitativ solange C-Atome
mit gleicher Protonenzahl verglichen werden, was bei olefinischen Signalen erfüllt
ist.
1.2.4 Berechnung von TAG Verteilungen
Ziel der Arbeit war es eine Verteilung der häufigsten TAG einer Probe zu be-
rechnen. Hierzu wurden alle Information über die Fettsäurezusammensetzung,
Acylpositionen und MS-Peaks miteinander kombiniert, um genügend Bedingun-
gen bzw. Einschränkungen (constraints) zu finden, sodass die TAG Verteilung
berechnet werden kann. Hierbei ist zu betrachten wie viele Bedingungen gefun-
den werden können. Die Konzentrationsbestimmung von x Fettsäuren liefert x-1
unabhängige Bedingungen. Aus der Positionsverteilung von y Fettsäuren inner-
halb der TAG ergeben sich 2(y-1) weitere Bedingungen, die erfüllt sein müssen.Die
Parameter x und y können identisch sein, jedoch kann es auch sein, dass nicht für
alle Fettsäuren die sn-Verteilung bestimmt werden kann. Aus den MS-Spektren
ergeben sich bei z Peaks z-1 weitere Bedingungen. Wie viele Bedingungen ge-
funden werden können, lässt sich a priori nicht bestimmen, da z.B. MS-Signale
fehlen können und damit sofort alle theoretischen TAG dieser Masse ausscheiden.
Für die mögliche Zahl an MS-Peaks, kann eine Abschätzung anhand der identi-
fizierten Acylreste vorgenommen werden. In einer Probe mit den Fettsäuren P,
Pl, O, L, Ln würden sich TAG von 48:0 bis 54:3 ergeben und somit insgesamt 18
verschiedene m/z-Werte. Zusammen mit den NMR Informationen würden sich so
insgesamt 30 Bedingungen aufstellen lassen. Die noch fehlenden Informationen
ergeben sich aus den Abhängigkeiten innerhalb der MS-Peaks. Das bedeutet, dass
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bei TAG, die unter einem Peak liegen, deren summierte Einzelintensitäten nicht
die Intensität des Peaks übersteigen dürfen. Bei 4 möglichen TAG des Peaks 48:2,
würden demnach weitere 3 Constraints hinzukommen. Der beschriebene Ansatz
wurde in Publikation III verwendet, um die TAG Zusammensetzung in Speiseölen
zu ermitteln. In Zusatzkapitel II wurde der selbe Ansatz auf Fettgewebe angewen-
det, um zu untersuchen ob Veränderungen der TAG Verteilung bei Adipositas
auftreten und somit eine mögliche, biologische Anwendung der Methode gegeben
ist.
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit
Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 1052
”Mechanismen der Adipositas “angefertigt. Zentrales Merkmal der Adipositas ist
die übermäßige Einlagerung von Lipiden. Daher stellt sich häufig die Frage nach
Veränderungen auf der Ebene der Lipidzusammensetzung, wenn die Adipositas
untersucht wird. In dieser Arbeit sollte bestimmt werden welche Informationen
über die Lipidzusammensetzung einer Probe sich mittels NMR-Spektroskopie
ermitteln lassen. Hierbei war es das Ziel die bekannten Standardauswertefahren
zu erweitern und mittels neuer Ansätze die Datenauswertung bei NMR-Spektren
zu verbessern. Besonderes Augenmerk lag einerseits auf der Analyse der allge-
meinen Fettsäurezusammensetzung, sowie andererseits auf Ermittlung einzelnen
Triacylglycerolspezies. Hierbei sollten die Methoden an Proben bekannter Zu-
sammensetzung verifiziert werden. Weiterhin war es das Ziel die mittels der
NMR-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse mit Standardmethoden iwie Massen-
spektrometrie oder Gaschromatographie zu vergleichen.
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Abstract
Obesity is often associated with dyslipidemia and hepatosteatosis. A number of animal mod-
els of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) are established but they significantly differ in
the molecular and biochemical changes depending on the genetic modification and diet
used. Mice deficient for melanocortin type 4 receptor (Mc4rmut) develop hyperphagia, obe-
sity, and subsequently NAFLD already under regular chow and resemble more closely the
energy supply-driven obesity found in humans. This animal model was used to assess the
molecular and biochemical consequences of hyperphagia-induced obesity on hepatic lipid
metabolism. We analyzed transcriptome changes in Mc4rmut mice by RNA sequencing and
used high resolution 1H magic angle spinning NMR spectroscopy and MALDI-TOF mass
spectrometry to assess changes in the lipid composition. On the transcriptomic level we
found significant changes in components of the triacylglycerol metabolism, unsaturated fatty
acids biosynthesis, peroxisome proliferator-activated receptor signaling pathways, and lipid
transport and storage compared to the wild-type. These findings were supported by
increases in triacylglycerol, monounsaturated fatty acid, and arachidonic acid levels. The
transcriptome signatures significantly differ from those of other NAFLD mouse models sup-
porting the concept of hepatic subphenotypes depending on the genetic background and
diet. Comparative analyses of our data with previous studies allowed for the identification of
common changes and genotype-specific components and pathways involved in obesity-
associated NAFLD.
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Introduction
The non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common fatty liver disease in west-
ern countries and closely associated with obesity [1]. It is considered the hepatic manifestation
of the metabolic syndrome and often accompanied by symptoms like hypertension, dyslipide-
mia and atherosclerosis. NAFLD covers a wide range of conditions varying from simple steato-
sis to inflammatory non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which is a risk factor for cirrhosis
with a significant liver-related mortality and a median survival of 6 years [2].
There is still limited knowledge about potential genetic predispositions and this, in combi-
nation with potential changes of the nutrition habits of the affected patients, makes it difficult
to identify the factors which finally lead to the development of NAFLD [3]. Because of the
manifold factors that may cause and influence subphenotypes in NAFLD, well-defined studies
of human subjects are difficult to perform. Therefore, the development of suitable animal
models is extremely important to obtain detailed insights into the pathogenesis of the disease.
Animal models of NAFLD are divided into genetic, dietary, and combination models [4]. Clas-
sically, animals are fed a diet lacking choline and methionine [5] or enriched with up to 75% of
fat (high fat diet, HFD) [6]. There are also diets enriched with compounds with known liver
toxicity such as cholate [7, 8]. However, these diets have a serious impact on the liver metabo-
lism which complicates the comparison with NAFLD and the related pathologic processes in
humans.
Established genetic mouse models for NAFLD are ob/ob- and db/db mice which are both
characterized by changes of the leptin signaling pathway. Ob/ob- and db/db mice lacking lep-
tin and the leptin receptor, respectively, are hyperphagic and consequently develop all symp-
toms of the metabolic syndrome and steatosis already with regular chow diet [9, 10]. Although
leptin levels correlate with obesity and steatosis, the influence of leptin in NAFLD is still under
debate [11]. Furthermore, obesity-associated polymorphisms in the leptin or leptin-receptor
do only rarely occur in humans [12]. Loss-of-function mutations in the human melanocortin
type 4 receptor (MC4R) are associated with hyperphagia, severe early-onset obesity, increased
longitudinal growth, fasting hyperinsulinemia, NAFLD and increased lean body mass. In
humans, mutations of MC4R are the most frequent monogenic cause of severe early-onset obe-
sity [13, 14]. Similar phenotypes found in mice [15, 16] and rats [17] harboring Mc4r defects,
support an essential role for the melanocortin system in energy homeostasis across mamma-
lian species [18]. Interestingly, the level of central nervous Mc4r activity potently determines
the balance among hepatocellular glucose uptake, triacylglycerol (TAG) synthesis, lipid deposi-
tion, and lipid mobilization [19]. This is most probably because hyperphagia causes excessive
energy supply already under regular chow. Therefore, the Mc4r-deficient mice more closely
reflect energy supply-driven obesity and allow studying hepatic changes found in NAFLD but
leaving the leptin system genetically intact.
Existing models of Mc4r null-mutant mice and rats [20, 21] as well as mice with a partial
loss-function mutation [22] both develop the symptoms of the metabolic syndrome including
significantly increased body weight, hyperlipidemia and hepatic steatosis. However, complete
loss of the Mc4r occurs rarely in humans. In contrast, most mutations have been found to
occur heterozygous and thus, lead to MC4R haploinsufficiency [23, 24] which is more closely
resembled by the partial loss-of-function mutation [22]. Thus, we used mouse models with a
partial loss-of-function mutation in the Mc4r which mimics mutations found in humans and
consequently lead to the development of the Mc4r-associated symptoms of the metabolic syn-
drome including NAFLD. To study the impact of a proatherogenic lipoprotein profile or "lipid
triad" frequently associated with obesity [25] we introduced a low density lipoprotein receptor
knockout. This Ldlr deficiency partially blocks hepatic LDL reuptake subsequently causing
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dyslipidemia and a severe atherosclerosis already under regular chow [25]. In-depth analysis
of the transcriptome of steatotic livers identified changes in metabolic pathways that most
probably contribute to the pathogenesis of NAFLD. These findings were supported by com-
prehensive measurement of the lipid composition using mass spectrometric (MS) and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopic methods. Altogether, we fine-characterized the
hepatic lipid composition both, under native condition and in the diseased state of NAFLD,
and and identified genotype-specific and common components related to pathologic storage
of lipids in the liver.
Materials and methods
Mice and knockout models
The mouse strain used for this study carries an Ile194Phe mutation in the Mc4r (refer to as
Mc4rmut), that leads to a partial loss-of-function in vitro, but causes the full obese phenotype in
vivo and, therefore, closely mimics the receptor dysfunction most frequently found in humans
[22]. Mc4rmut mice were crossed onto a homozygous B6.Ldlr-/- background (The Jackson Lab-
oratory, Bar Harbor, Maine, stock no. 002207) to generate doubly mutant mice. Mice were
bred and maintained under specific-pathogen-free conditions at the centralized animal care
facility, where lights were automatically controlled (12 h light/12 h dark). Mice were fed with a
regular chow or cholesterol-containing (0.02%) semisynthetic diet (composition given in S1
Table). Further details on genetic mouse characterization are given in the S1 Methods. All ani-
mal experiments were conducted in accordance with the European Directive 2010/63/EU on
the protection of animals used for scientific purposes and were performed with permission of
the Animal Care and Use Committee (ACUC #TVV 43/07) and the Government of the State
of Saxony, Germany.
RNA sequencing of liver transcripts
Total RNA from liver was extracted and indexed cDNA libraries were generated using TruSeq
RNA Sample Preparation Kits v2 (Illumina, San Diego, CA, USA). Libraries with an average
size of 300 bp were sequenced on Illumina HiScanSQ Sequencing System, performing ten bio-
logical replicates for each genotype. Processing and analyses of paired-end reads were per-
formed using an established standard protocol (for details see S1 Methods).
Measurements of NAD(H) and NADP(H) and Nampt enzyme activity
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD(H)) and nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (NADP(H)) were measured using reversed-phase high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) using the Chromaster Purospher STAR RP-18 endcapped 3 μm Hibar RT 150–
3 HPLC column (Merck). 10 mg of frozen liver tissue was sonicated in 100 μl of 1 M perchloric
acid. After a 10-min incubation period on ice samples were centrifuged and the supernatant
was neutralized with 3 M potassium carbonate. After repeated centrifugation samples were
loaded onto the column as described before [26]. Standard curves of NAD and NADP (10 μM
to 200 μM) were used for quantification.
1H HR MAS NMR spectroscopy and MALDI-TOF mass spectrometry
For liver fat quantification, untreated liver tissue was subjected to 1H HR MAS NMR Spectros-
copy using a Bruker Avance III 600 MHz NMR spectrometer (details see S1 Methods). A typi-
cal 1H HR MAS NMR spectrum of a liver sample and the assignments of most prominent
signals is shown in S1 Fig. For MALDI-TOF mass spectrometry frozen liver tissue was
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extracted with chloroform/methanol (details see S1 Methods). MALDI-TOF mass spectra
were recorded from lipid extract by using an Autoflex I mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Mass spectra were analyzed using FlexAnalysis software version 2.2 (Bru-
ker Daltonics).
Statistical analysis
Statistical analyses for RNA sequencing and lipid composition were performed using open
source R software (Version 2.15.2, The R Foundation). Statistical analyses of NAD metabolite
assays were performed with GraphPad Prism1 software (5.03). The used tests are given in the
table and figure legends.
Results
Effects of Mc4r- and Ldlr deficiency on hepatic lipid content
As previously shown by us [22] and other groups [21, 27, 28], Mc4r deficiency leads to the met-
abolic syndrome accompanied by significantly increased body weight, hyperlipidemia and
hepatic steatosis. Clear histological evidence for hepatic lipid accumulation was also present in
livers of 6 months old Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- mice fed with regular chow, whereas it was
absent in their wild-type and Ldlr-/- littermates (Fig 1A). Feeding a cholesterol-enriched semi-
synthetic diet led to hepatic steatosis in all genetic backgrounds, but was more prominent in
Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- mice (Fig 1A). To confirm these histological findings, direct quan-
titative information about the lipid content was obtained by 1H HR MAS NMR spectroscopy
(Fig 1B). Under regular chow both, Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- mice, had an approximately
3-fold higher proportion of lipids compared to the wild-type. Interestingly, semisynthetic diet
per se led to a similar hepatic fat content in the wild-type (9%), whereas in combination with
the Mc4rmut or Mc4rmut;Ldlr-/- hepatic lipid content again was increased by a factor of ~3 and
reached 28% and 25% respectively. However, the proportion of hepatic lipids in mice deficient
for Ldlr remained at the respective wild-type levels under both diets. Together with the very
similar hepatic fat content in Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/-, this all suggest that the increased
hepatic lipid accumulation is independent of the Ldlr deficiency.
Although the liver fat content was increased in both, Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- the lipid
composition could be different depending on the genotype and diet. Therefore, we calculated
the content of storage lipids from the 1H NMR spectra. As shown in Fig 1C, livers of wt mice
under regular chow contain only 25% TAG and 51% PC. Significant higher TAG content
accompanied by reduced PC and PL content were obvious in all mutant mice. The amount of
TAG increased up to 48% in Ldlr-/-, whereas it reached over 70% in Mc4rmut and Mc4rmut;
Ldlr-/- mice under regular chow. The only insignificant differences in the lipid composition
between Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr suggest, that most of the hepatic lipid accumulation in the
obese mice are due to Mc4rmut. A very similar composition with over 75% TAGs and ~14%
PCs was found in wt and Ldlr-/- mice fed the semisynthetic diet, whereas Mc4r-deficient litter-
mates showed even higher accumulation of storing lipids (> 90%). On the basis of our data,
phosphatidylethanolamines were identified as the most abundant phospholipid class after PC.
However, a more detailed evaluation of the phospholipid composition was beyond the scope
of this study.
Transcriptional changes in mice with hepatic steatosis
Genome-wide transcript levels were determined by RNA sequencing of livers of 6-month-old
mice to further dissect the molecular phenotypes. Interestingly, livers of Mc4rmut, Mc4rmut;
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Ldlr-/- and wild-type mice fed a semisynthetic cholesterol-containing diet showed a similar pat-
tern in hepatic fat content and composition, despite clear differences in the peripheral pheno-
type of atherosclerosis and the trigger leading to steatosis (genetic vs. dietary). Thus, genome-
wide expression analysis was used to compare all mouse strains and diet groups using wild-
type animals under regular chow as reference data set.
We first ask the question whether there is subset of differentially expressed genes found in
three hepatosteatotic mouse groups with the very similar lipid profile (Mc4rmut regular chow,
Mc4rmut;Ldlr-/- both diets). Among the large number of differentially expressed genes between
each group (complete list upon request) there were 357 genes that were significantly different
expressed in this three groups compared to wt mouse fed with regular chow (Fig 2A). To
Fig 1. Hepatosteatosis and hepatic fat content assessed in wild-type (wt) and genetically modified mice under regular chow and
semisynthetic diet. (A) Liver sections of wild-type (wt) and gene-deficient mice were HE stained (for details see S1 Methods). Fat vacuoles
accumulated in the pericentral region when mice were lacking Mc4r alone or in combination with Ldlr or when fed a semisynthetic cholesterol-
containing diet. CV central vein, PF portal field. Scale bars as indicated. (B) Hepatic fat content (HFC) was determined by quantitative 1H HR MAS
NMR spectroscopy and calculated for the indicated mouse strains on the basis of the corresponding NMR spectra. Hepatic fat content data are
reported as box-and-whisker plots. (C) Relative proportion of TAG, PC and PL of the total hepatic fat content. Means ± SD are given. For all
statistical comparisons, a Kruskal-Wallis test was performed. Detailed information on p-values are given in S2 Table (n = 8–9).
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g001
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validate these candidates as potential common changes related to NAFLD, the expression dif-
ferences (direction and fold change) compared to the wt under regular chow were calculated.
As visualized in Fig 2B, the expression profile of all 6 hepatosteatotic groups showed a very
similar pattern of changes compared to the non-hepatosteatotic wild-type under regular chow.
256 of those genes revealed statistical significance across all hepatosteatotic groups. Since this
Fig 2. Common indicators of genetically and diet-induced NAFLD. (A) The numbers of differentially expressed genes in the liver
of Mc4rmut (red circle), Mc4rmut;Ldlr-/- (blue circle) mice under regular chow and of wt mice under semisynthetic diet (green circle)
were compared to the wt data set under regular chow (served as reference) and plotted as Venn diagram. The total numbers of
significantly up- and down-regulated genes (p < 0.05) are given in S3 Table. (B) The expression profiles of the 357 overlapping genes
from the Venn diagram (Fig 2A) compared to the wt under regular chow (served as reference) for all mouse groups investigated are
given as log2 fold change. The log2 fold change is color-coded with up- and down regulation of genes in green and red, respectively.
Additionally, the blue trace in the middle of each lane gives the direction of quantitative changes by deviation from the dotted line (wt
level under regular chow) to the right (up regulation) or to the left (down regulation). The genotypes and diets are given below the heat
map (+ with, — without). (C) Average log2 fold change of the 50 strongest regulated genes that reached statistical significance across
all differential expression analyses (p < 0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g002
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set of differentially expressed genes overlapped regardless diets and genetic alterations but
shares the phenotype of hepatosteatosis, we refer this as to common indicators of NAFLD. The
50 strongest regulated genes are shown in Fig 2C.
To further categorize these molecular phenotypes enrichment analyses of the Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways [29] was conducted using the Correlation
Adjusted Mean Rank gene set test (CAMERA) from the R-package ‘limma’ [30]. Sixteen signif-
icantly (FDR< 0.05) enriched KEGG pathways were found in the liver transcriptome of
Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- under both diets and wild-type mice fed with the semisynthetic
cholesterol-containing diet (S4 Table). Among those pathways present in all hepatosteatotic
groups, several were closely linked to the lipid and energy metabolism as “Peroxisome prolif-
erator-activated receptor (Ppar) signaling pathway”, “Biosynthesis of unsaturated fatty acids”,
“Linoleic acid metabolism”, and “Citrate cycle”. Ppars are well known master regulators of
lipid metabolism and influence a variety of processes such as synthesis, degradation and stor-
age of lipids as well as adipogenesis and maintenance of metabolic homeostasis, all depending
on the state of nutrition [31]. We found an upregulation of Ppar γ in both Mc4rmut and
Mc4rmut;Ldlr-/- as well as in the semisynthetic-fed groups, whereas the other members of the
receptor family Ppar α and Ppar δ remain unchanged (S5 Table). As illustrated in Fig 3, a num-
ber of genes involved in lipogenesis, fatty acid oxidation, transport, and storage were upregu-
lated in the Mc4rmut background and in the wild-type when fed a semisynthetic diet compared
to livers from wt mice under regular chow. These transcriptional data indicate a massive de
novo synthesis of unsaturated storage lipids in Mc4rmut. The lack of Ldlr, and, therefore, a
reduced lipid reuptake from the periphery, appears to be less relevant for hepatosteatosis.
However, some additive effects of both, Mc4r- and Ldlr deficiencies on expression levels (e.g.:
Acot9, Apoc2, Cd36, Egfr,Lipo1, Morc4, Plin4, Ppap2c) but also “neutralizing” effects (e.g.
Chpt1, Enc1, Ermp1, Fabp2, Hmgcl, Gpr98, Mogat1, S100a11) were observed (S5 Table).
Next we asked whether there is a specific subset of differentially expressed genes only found
in mice fed on the semisynthetic diet. As summarized in S6 Table, 110 genes were differentially
expressed between the two diets. However, analysis revealed only two KEGG pathways (“cyto-
solic DNA sensing pathway”, “steroid hormone biosynthesis”) regulated category related to
the semisynthetic diet regardless the genetic alteration.
Ldlr deficiency was introduced to evaluate the impact of a proatherogenic lipoprotein pro-
file frequently associated with obesity. Thus, the RNA sequencing data were analysed with
respect to significant changes private to Ldlr deficiency. However, there were only 30 tran-
scripts differentially expressed exclusively in all Ldlr-/- background. As stated above, the impact
on Mc4r caused hepatic transcriptional changes was marginal.
We finally ask the question of whether the mouse strains show any signatures of hepatic
inflammation. None of the mouse lines investigated showed significant hepatic leukocyte infil-
trations as checked by anti-CD45 immunohistochemistry (data not shown). Also, KEGG path-
way analysis revealed no results related to immune response consistently significant across all
hepatosteatotic groups (S4 Table) and specific analysis of mRNA levels of markers for leuko-
cytes (Cd45), T cells (Cd28, Csf2, Ccr5, Cxcr4) and B cells (Pax5, Cd79b) supported the absence
of significant immune cell infiltration and NASH at this stage of NAFLD development. Inter-
estingly, Cd4 (T cell marker) was significantly downregulated in all steatotic liver samples (S5
Table).
NAD levels in hepatic steatosis
Several studies already showed that the NAD metabolism plays a crucial role in all stages of the
development of NAFLD by regulating energy homeostasis in the liver [32]. The expression of
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enzymes involved in NAD biosynthesis was found to be altered (S5 Table). Nicotinamide
phosphoribosyltransferase (Nampt) and NAD kinase (Nadk) expression levels were increased
up to 1.3 fold in both Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- compared to the wt control. Nampt catalyzes
NAD salvage from nicotinamide and Nadk phosphorylates NAD to NADP, an essential cofac-
tor for fatty acid biosynthesis and cytochrome P450 enzymatic activity (Fig 4A). Therefore,
NAD concentrations were measured in liver tissue. NAD was found to be decreased in all
mouse strains with genetic and diet-induced hepatosteatosis compared to regular chow wt
controls (Fig 4B).
Although the NAMPT protein levels remained unchanged (S3A Fig), NAMPT activity was
2.4-fold higher in Mc4rmut;Ldlr-/- compared to wt controls (54.10 ± 15.33 cpm/μg total protein
x h vs. 22.07 ± 1.79 cpm/μg total protein x h) (S3A Fig). NADK protein as well as NADP levels
were unchanged in all mouse groups (S3B and S3C Fig). Interestingly, in Mc4rmut;Ldlr-/- com-
pared to the wt the amount of NAD dependent deacetylase SIRT1 was significantly higher (by
2.2-fold) while global lysine acetylation was decreased by 1.3-fold.
Fig 3. Differential regulation in hepatic lipid metabolism-related genes determined by RNA-sequencing. (A) Peroxisome proliferator-
activated receptors (Ppar) regulate a number of lipid-related metabolic and cellular pathways. Genes which are differentially regulated in all
hepatosteatotic mice (regular chow and semisynthetic diet fed Mc4rmut, Mc4rmut;Ldlr-/-, the semisynthetic diet fed wild-type (wt)) compared
to wt under regular chow, are depicted in green and key components which are not differentially expressed are in blue. (B) Specifically,
components involved in biosynthesis of unsaturated free fatty acids (FFAs) were regulated. (C) Differentially regulated genes which are
involved in lipid transport and storage were significantly higher expressed in Mc4r-deficient mouse strains and the wt under semisynthetic
diet. Detailed data are given in S5 Table.
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g003
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Changes in hepatic lipid composition during NAFLD
The KEGG pathway analysis of hepatic transcriptomes from Mc4rmut, Mc4rmut;Ldlr-/- and
semisynthetic diet-fed wt mice suggested changes in the biosynthesis of unsaturated fatty
acids. Therefore, the average double bond content per each of the most abundant lipids was
calculated on the basis of the 1H HR MAS NMR spectra. For liver tissue of wt mice, the calcu-
lated average PUFA content was 37.5%, while the MUFA fraction was only about 13.1%. The
inactivation of the Mc4r led to a slight reduction of PUFA content to 30%, but a 3-fold increase
of MUFAs. Since the content of SAFAs was decreased by the factor of 2, MUFAs replaced
SAFAs as most abundant lipid fraction (Fig 5A). Ldlr deficiency again had little to no effect
since no significant differences were detected neither between wt and Ldlr-/- nor between
Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- under both diets. Interestingly, when fed a semisynthetic choles-
terol-containing diet already the wt revealed a similar increase of MUFAs and decrease of
SAFAs as the Mc4rmut littermates under regular chow, whereas the reduction of PUFAs was
even stronger. The combination of Mc4r deficiency with the semisynthetic diet led to a further
increase in MUFAs and decrease in PUFA, while the SAFA content remained at 30% (Fig 5A).
Differences in the lipid composition of the tissue samples as indicated by 1H HR MAS
NMR spectroscopy were further analyzed by soft ionization MALDI-TOF mass spectrometry.
A typical MALDI-TOF mass spectrum of a liver tissue sample is shown in S2 Fig. By mass
spectrometry, highly abundant individual lipid species could be identified in the tissue
extracts, which can be nearly exclusively assigned to TAGs [33]. The overall fatty acyl composi-
tion was determined by MALDI-TOF mass spectrometry and the relative concentration of
characteristic TAGs in mouse liver tissue is shown in Fig 5B. Wild-type liver tissue was rich in
polyunsaturated TAGs such as 52:3 and 52:4 (number of carbon atoms: number of double
bonds) which together accounted for 60% of the total TAGs. In contrast, liver tissue of Mc4r-
deficient mice contained predominantly TAG 52:2 and only 5% of 52:4. Although Ldlr-/-
showed a slightly altered lipid composition when compared to the wt under regular chow,
Fig 4. NAD is reduced in livers of genetically modified compared to wild-type mice. (A) Schematic overview of the Sirt1-NAD salvage
pathway and involved components. (B) NAD was quantified using reversed-phase HPLC. Data represent means ± SEM. Significance levels
were calculated by one way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test (n = 6).
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g004
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additional inactivation of the Ldlr (Mc4rmut;Ldlr-/-) had no significant influence on the lipid
and fatty acyl composition compared to Mc4rmut. Mice fed the semisynthetic diet had elevated
levels of 52:2 and 50:1, whereas the proportion of highly unsaturated TAGs was considerably
reduced compared to the wt under regular chow.
As already shown above for the TAG composition, the composition of the PCs was also
influenced by the genetic background. Thus, tissue contents of the most abundant phospholip-
ids POPC (16:0 / 18:1 PC), PLPC (16:0 / 18:2 PC), PAPC (16:0 / 20:4 PC), OAPC (18:1 / 20:4
PC), and SAPC (18:0 / 20:4 PC) were measured and are shown in Fig 5C. Tissue from wt mice
under regular chow was characterized by a high amount of POPC and PLPC, accounting for
about 60% of the total PC fraction. PC species with arachidonoyl residues were found only in
small amounts with PAPC as the most abundant representative (10%) of total PCs. As for
TAG, Ldlr-/- had no significant influence on the PC composition, but the Mc4rmut caused sig-
nificant alterations. The PLPC content decreased strongly from about 38% to 19% and 14% for
Fig 5. Contents of saturated and unsaturated fats in livers of wild-type and genetically modified mice. (A) The average percentage of PUFAs,
MUFAs and SAFAs determined from the 1H HR MAS NMR spectra is shown for the indicated mouse strains. (B) The relative composition of TAGs was
determined by positive ion MALDI-TOF MS. Minor TAGs, which are not included in this figure, are given in the S2 Table. (C) The relative PC
composition was determined by MALDI-TOF mass spectrometry. Minor PC species not included in this chart are given in S2 Table. All data are given
as mean ± SEM. For all statistical comparisons, a Kruskal-Wallis test was performed. Detailed information on p-values are given in S2 Table (n = 8–9).
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g005
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Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/-, respectively, while the relative percentage of highly unsaturated
PC species increased (Fig 5C). In contrast, the content of arachidonoyl residues doubled in the
liver of Mc4r-deficient mice compared to the wt. Increased proportion of POPC was found
independent of the genotype in all semisynthetic diet-fed groups, which accounted for > 30%
of the total PCs. Although the strong decrease of the proportion of PLPC as well as the
increased proportion of PC species with arachidonoyl residues was observed in all semisyn-
thetic diet-fed groups, the changes were more pronounced in the Mc4rmut mice.
Upregulation of perilipins in steatotic livers
Energy storage at times of food excess is a carefully coordinated process, which depends on
regulatory signals for storage (lipogenesis) of TAG in lipid droplets. Protein families such as
fat-inducing transmembrane proteins 1 and 2 (FITM1/FIT1, FITM2/FIT2), the cell death-
inducing DFF45-like effector (CIDE) protein family, and the perilipin family, are lipid droplet
targeting protein families that promote association of lipid droplets with mitochondria [34].
RNA sequencing analysis revealed significant increase in transcripts of perilipin 2, Cidea and
Cidec in all hepatosteatotic mice (S5 Table). Immunohistochemistry showed massive perilipin
2 staining surrounding the central vein of Mc4rmut;Ldlr-/- liver sections (Fig 6) and less intense
also in Mc4rmut mice under regular chow. Some immune-positive staining was also present in
the Ldlr-/-, but showed a rather diffuse distribution across the hepatic lobule. For all genotypes,
an increased accumulation of lipid droplets in combination with positive perilipin 2 staining
was present under the semisynthetic diet.
Discussion
NAFLD represents a spectrum of diseases with increasing incidence in the industrialized
countries but with limited treatment options. There is still a lack of knowledge of the patho-
genic pathways leading from hepatic lipid accumulation to the progression to NASH, which
then may lead to the development of liver cirrhosis [35]. Therefore, the elucidation of the
molecular mechanisms of hepatic lipid accumulation merits increasing scientific interest. This
is reflected by a number of animal models, in which the molecular development of hepatic
steatosis and possible treatments are studied. It is beyond doubt that NAFLD is triggered by
many factors including environmental and genetic factors. Most animal models that develop
NAFLD require high caloric diets or carry defects in genes that directly (expressed in liver) or
indirectly (non-hepatically expressed, but act on the liver) influence liver metabolism.
The Mc4r is almost exclusively expressed in the hypothalamus and, after inactivation,
peripheral phenotypes are all linked to hyperphagia. Here, we studied Mc4r-deficient mice
which developed NAFLD already under regular chow over a period of 6 months. As shown in
Fig 1, this development of NAFLD in Mc4r-deficient mice does not require feeding a hyperca-
loric and/or HFD as it is mostly required for NAFLD in other animal models [36]. Interest-
ingly, the cholesterol-containing semisynthetic diet led to NAFLD (Fig 1) already in the wt
mice although the metabolizable energy was only moderately increased in this diet (16.2 MJ/
kg vs. 12.8 MJ/kg). One can speculate that the significantly higher carbohydrate content (S1
Table) contributed to the same hepatosteatotic effects usually seen with hypercaloric and high
fat diets. Although a more pronounced total hepatic lipid accumulation was seen in Mc4rmut
mouse strains under semisynthetic diet (Fig 1) mostly quantitative differences in the lipid com-
position were observed in all mouse strains under semisynthetic diet. This indicates that most
probably the energy load but not a specific component was responsible for hepatosteatosis in
these mouse groups (see Figs 1 and 5, S2 and S5 Tables).
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Animal models with alterations in feeding behavior (e.g., hyperphagia in ob/ob mice),
which results from defects in the leptin signaling pathways, are among the most frequently
used genetic models to study NAFLD. However, direct hepatic effects of leptin are controver-
sially discussed [12] and it remains open whether metabolic differences between hyperphagic
mouse models depend on the genetic defect. For example, only the transcripts of Ppar γ and
stearoyl-CoA desaturase-1 (Scd1) (see S5 Table) were significantly regulated in livers of both
Mc4rmut and ob/ob mice, whereas Ppar α, sterol regulatory element-binding protein-1c (Srebp-
1c/ Srebf1), fatty acid synthase (Fasn), acetyl-CoA carboxylase (Acac), and mitochondrial tran-
scription factor A (Tfam) were not significantly regulated in all hepatosteatotic mouse groups
when compared to ob/ob mice under AIN-93G diet (very similar to our semisynthetic diet)
[37]. This indicates distinct phenotypes between these hyperphagic mouse models of NAFLD.
The molecular changes in livers of Mc4rmut mice are mainly characterized by significant
changes in transcript levels of the KEGG pathways “biosynthesis of unsaturated fatty acids”
and “PPAR signaling pathway” and components of lipid storage (see Fig 3). Ppars are ligand-
activated transcription factors and function as regulators of energy homeostasis in liver and
many other organs. They can activate (Ppar γ) and inactivate (Ppar α) cellular programs such
as the biosynthesis of fatty acids. Consistent with an increase in Ppar γ, the relative hepatic
content of TAG significantly increased compared to PC and PL in Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/-
but also to some extent in Ldlr-/- (see S2 Table).
Changes in NAD metabolism were shown to be implicated in all stages of the development
of NAFLD by regulating specific NAD-dependent histone deacetylases called sirtuins (Sirts)
and thus, central processes like energy homeostasis, inflammation, and apoptosis in the liver.
In accordance with other studies in NAFLD mice [38, 39], lower hepatic NAD levels were mea-
sured in all mouse strains compared to wt mice (Fig 4B). The NAD biosynthetic enzyme
Nampt is a crucial regulator of intracellular NAD levels. Unexpectedly, expression and activity
of the NAD salvage enzyme Nampt was higher in Mc4rmut;Ldlr-/- mice compared to controls
(S5 Table, S3A Fig). Reasons for the detected decrease in NAD levels could be an enhanced
degradation of NAD by poly(ADP-ribose) polymerase 1 (Parp-1) [40] or Cd38 [41]. However,
no evidence for an up-regulation of these NAD-consuming enzymes was found in the Mc4rmut
livers (not shown). Hepatic NADK protein and NADP levels were unchanged in all mouse
Fig 6. Increased perilipins in the hepatosteatotic liver tissue. Staining of perilipin 2 as marker for lipid droplets in liver sections revealed
increased expression around the central vein (CV). For experimental details see S1 Methods. PF portal field. Scale bars as indicated.
doi:10.1371/journal.pone.0172000.g006
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strains indicating that there is no increased conversion from NAD to NADP. Interestingly,
SIRT1 protein, a NAD-dependent deacetylase, was significantly higher in Mc4rmut;Ldlr-/- mice
compared to controls. Liver-specific knockout mice develop hepatic steatosis and inflamma-
tion under HFD [42], while global transgenic mice overexpressing Sirt1 were protected against
hepatic steatosis caused by HFD [43]. In another diet-induced mouse model of early hepatic
steatosis Sirt1 activity was increased [44]. This could indicate a compensatory mechanism to
protect the liver against the negative impact of massive lipid storage on inflammation and apo-
ptosis. One could assume that the NAD resulting from higher NAMPT activity in Mc4rmut;
Ldlr-/- mice is consumed by the increased NAD-dependent deacetylase SIRT1 as indicated by
reduced global lysine acetylation.
In contrast to this finding, increased expression levels of Sirt1 targets Ucp2 and Ppar γ were
detected in Mc4rmut and Mc4rmut/Ldlr-/- mice (S5 Table), suggesting a down regulation of
SIRT1 activity. However, transcription of both, Ucp2 and Ppar γ, is controlled by multiple fac-
tors besides Sirt1 and both are known to be up regulated in NAFLD [45, 46]. Ucp2, a mito-
chondrial protein, is involved in the regulation of hepatic reactive oxygen species whereas
Ppar γ plays a major role in the hepatic lipid homeostasis.
Mc4r deficiency under regular chow has a pronounced effect on the contents of PUFA,
MUFA und SAFAs. Thus, livers from Mc4rmut mice have a significant decrease of SAFA under
a simultaneous increase of the MUFA in TAG, PC and PL (see Fig 5). The effect of an addi-
tional Ldlr deficiency in a Mc4rmut background on the hepatic lipid composition is rather mar-
ginal. There was also no KEGG pathway which is different in the double KO mouse strain
under both diets compared to single KOs and wt (see S4 Table) although almost 500 genes are
differentially expressed in Mc4rmut;Ldlr-/- when compared to the other mouse strains. Interest-
ingly, the relative amount of arachidonoyl residues in PC was increased in the Mc4rmut back-
ground (S2 Table). This is in line with the functional enrichment analysis indicating this
KEGG pathway as regulated between the wild-type and Mc4rmut or Mc4rmut; Ldlr-/-. One can
speculate that the changes in arachidonic acid, prostaglandin and leukotriene biosynthesis
(Fads1, Fads2, Elovl5; S5 Table) may contribute to the inflammatory response later in the path-
ogenesis of NASH.
In a recent paper several mouse strains with an alimentary NAFLD were compared at the
transcriptomic levels and revealed a reasonable diversity among the mouse strains. However, a
list of high-confidence candidate genes for hepatic steatosis, which significantly correlate with
hepatic TAG levels, was extracted from the transcriptome data [47]. Comparing those TAG
level-related transcripts with our data from Mc4rmut and Mc4rmut;Ldlr-/- liver transcripts only
50% und 56% (regular chow) and 54% and 54% (semisynthetic diet) of the transcripts, respec-
tively, were found differentially expressed with statistical significance (see S7 Table). Again,
this indicates different molecular phenotypes depending on the diet and genetic background
of NAFLD. However, the fatty acid translocase Cd36 seems to be a consistent marker being dif-
ferentially regulated in many different models of NAFLD in animals and humans [47–49].
Perilipins are also constant markers of NAFLD as they were significantly upregulated in steato-
tic livers (see S5 Table, Fig 6) and also in other animal models of NAFLD and humans with
hepatosteatosis [34, 50, 51]. Specifically, we found perilipin 2 significantly increased in liver
transcriptomes of hepatosteatotic mice when compared to livers from wt mice (p< 0.05).
An interesting finding is the significant downregulation of the Avpr1a mRNA expression in
the livers of all hepatosteatotic groups (S5 Table). The Avpr1a is well known to be involved in
the regulation of hepatic blood circulation [52], but there is also evidence for metabolic rele-
vance of vasopressin function in liver including stimulation of hepatic glucose release, gluco-
neogenesis, ureagenesis, and fatty acid esterification [53]. Therefore, we consider reduction of
Avpr1a mRNA expression as a constant indicator for NAFLD development. Besides the
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already named genes, there are many others that are shared among our NALFD-developing
mouse strains and which may be common indicators of NAFLD.
Taken together, hyperphagia due to Mc4r deficiency causes NAFLD already under regular
chow and induces a program designated to synthesize and store TAG in hepatocytes. The
semisynthetic diet can result in metabolic differences between the different animal models for
NAFLD, but components for fatty acid transport and storage seem to be always recruited. In-
depth transcriptome analyses of animal models for NAFLD, either variable to well-defined
diets or genetic modifications, may help to further sort out general components involved in
hepatic lipid storage as well as specific components related to the diet or genetic background.
Supporting information
S1 Fig. High resolution 1H magic angle spinning nuclear magnetic resonance (1H HR MAS
NMR) spectrum of liver tissue recorded at a MAS frequency of 9 kHz and a temperature of
30˚C. Intensities of signals marked blue are independent of the fatty acid type. Glycogen sig-
nals resonate in the range of 3.4–4.2 ppm and cannot be individually resolved.
(PDF)
S2 Fig. Representative matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight (MAL-
DI-TOF) mass spectra of triacylglycerols (TGAs, A) and phosphatidylcholines (PCs, B).
TAGs detected in positive ion modus form exclusively sodium adducts, while PC show both
proton and sodium adducts. Proton adducts were largely suppressed by sodium acetate addi-
tion. Intensities are given in arbitrary units.
(PDF)
S3 Fig. Changes in components of the NAD metabolism in wild-type and genetically modi-
fied mice. (A) NAMPT protein expression and activity was determined in a Western blot and
functional assay (see S1 Methods). In Western blots GAPDH expression served as control
(n = 3). (B) NAD kinase (NADK) protein levels were quantified in Western blots and referred
to GAPDH expression. (C) NADP levels (n = 5) were quantified using reversed-phase HPLC
(see Materials and methods). (D,E) SIRT1 protein and global lysine acetylation was measured
by Western blot analyses. Data represent means ± SEM. For Western blots one representative
blot is shown. Significance levels were calculated by one way analysis of variance followed by
Bonferroni post hoc test.
(PDF)
S1 Table. Composition of the diet used. Both diets were purchased from Ssniff GmbH (Soest,
Germany). Composition is listed in the table. #Metabolizable Energy calculated according to
the pig formula, Annex 4 of the German feed regulation
(PDF)
S2 Table. Lipid parameters measured by 1H HR MAS NMR spectroscopy and MALDI-TOF
mass spectrometry of the liver tissue of mice with the indicated genotype and diet. PL com-
prises all phospholipids (with the exception of phosphatidylcholines (PC)) with phosphatidyl-
ethanolamine as the second most common phospholipid. Data are given as mean ± standard
error of mean except for the total hepatic fat content, for which the median is given.
(PDF)
S3 Table. Summary of differentially expressed genes in liver derived from RNA sequence
data. RNA-sequencing was performed from liver mRNA of the different mouse lines. Approx-
imately 14 million reads per animal (10 mice per group) were analyzed. The total number of
differentially expressed genes (as determined with DEseq) depending on the genotype and diet
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fed compared to the wild-type (wt) under regular chow is given. The overlap of differentially
expressed genes between the groups is also shown in Fig 2.
(PDF)
S4 Table. Functional enrichment analysis of differentially expressed compared to wild-
type mice under regular chow. All KEGG pathways which showed a FDR< 0.05 (Correlation
Adjusted Mean Rank Gene Set Test (CAMERA) from the R-package ‘limma’) were considered
statistically significant.
(PDF)
S5 Table. Expression changes of transcripts referred in text and figures. Differentially
expression analysis results for all transcripts that were mentioned in the manuscript. The log2
fold expression change and the p-value for the comparison with the wt under regular chow is
given.
(PDF)
S6 Table. Genes specifically regulated in either the Mc4rmut or the Ldlr-/- background or
under semisynthetic diet. Gene lists were generated comprising only genes that were signifi-
cantly regulated in all groups fed with semisynthetic diet, but in none of the regular chow fed
mice. Similar lists for Mc4rmut and Ldlr-/- background were created respectively. Genes with a
p-value < 0.05 were considered statistically significant. Log2 fold changes and p-values are
given.
(PDF)
S7 Table. Genes expressed in liver known to correlate with hepatic triacylglycerol (TAG)
levels. 50 genes whose expression correlates with hepatic TAG levels in different diet-induced
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) mouse models [47] are compared with the results of
the differential expression analysis in our mouse strains. + p value< 0.05, — p> 0.05.
(PDF)
S1 Methods. Supplementary Methods.
(PDF)
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Abstract Many diseases nowadays are assumed to be genet-
ically determined. Therefore, many knockout mouse models
have been established and are widely used. Unfortunately,
nutrition (in particular the fat content of food) is often
neglected in studies on these disease models. In this study
the effects of nutrition on the lipid (triacylglycerol, TAG)
compositions of different mouse adipose tissues were investi-
gated. Mice were subjected to different diets [high fat (HF) vs.
standard diet (SD)] and different adipose tissue samples
(brown, visceral, and subcutaneous fat) were isolated after
12 weeks. Subsequent to lipid extraction, the organic extracts
were analyzed bymass spectrometry (MALDI and ESI), high-
resolution 1H and 31P NMR spectroscopy, high-performance
thin-layer chromatography (HPTLC), and gas chromatogra-
phy (GC). In adipose tissue of mice fed with HF diet, (a)
decreased double bond contents and (b) decreased fatty acyl
chain lengths of tissue TAGs were observed; this trend could
be concomitantly monitored by all methods used. However,
the adipose tissue still contained significant amounts of slight-
ly unsaturated fatty acyl residues (18:1). Thus, a certain dou-
ble bond content seems necessary to maintain the properties of
adipose tissues.
Keywords Adipose tissue . Triacylglycerols .
Phospholipids . Double bond content . MALDIMS . NMR
spectroscopy . Gas chromatography
Introduction
Nowadays, we are living in the genomics era [1]. This means
that many physiological or pathophysiological processes are
discussed at the gene level, and there are many studies avail-
able where the pathways of obesity were analyzed in this way.
However, only a very few investigations were dedicated to the
(bio)chemical characterization of the different adipose de-
posits [2]. Additionally, the majority of these studies were
performed in the last century. For instance, Di Costanzo and
Giudicelli [3] investigated the composition of selected adipose
tissues by classical analytical methods such as thin-layer
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Nutrition-dependent changes of mouse adipose tissue
compositions monitored by NMR, MS,
and chromatographic methods
chromatography (TLC). Besides large amounts of TAGs (ca.
95 % of all lipids), these authors found mainly phosphatidyl-
choline (PC, 39.5 %), phosphatidylethanolamine (PE,
28.9 %), and sphingomyelin (SM, 10.9 %) (the last three are
related to the total phospholipid content which constitutes the
remaining 5 % of all lipids). The residual phospholipids are
represented by cardiolipin (CL), lysophosphatidylcholine
(LPC), and very small amounts of acidic phospholipids such
as phosphatidylserine (PS), phosphatidylinositol (PI), and
phosphatidic acid (PA). The composition of brown fat was
also analyzed in a similar way [4].
A few years later Saha and colleagues also investigated the
composition of brown adipose tissue [5], as well as the effect
of fasting and re-feeding on the related lipid composition.
Their finding showed that TAGs are the dominating constitu-
ents of this tissue and that saturated fatty acyl residues were
predominant in the tissue TAGs. Additionally, differences in
the food composition affect the compositions of tissues [6].
Although there were some recent investigations by mass
spectrometric imaging [7], nearly exclusively (bio)chemical
and molecular biological investigations of adipose tissues
were performed in the past. Modern soft ionization mass spec-
trometry (MS) such as electrospray ionization (ESI) [8] and
matrix-assisted laser desorption and ionization (MALDI) [9]
or spectroscopic methods such as nuclear magnetic resonance
(NMR)—with the exception of magnetic resonance imaging
[10]—have not been widely used to obtain detailed informa-
tion about the lipid composition of adipose tissues. This par-
ticularly applies to the use of 1H [11] and 31P NMR [12]
because these are the most sensitive detectable NMR nuclei
and, thus, reasonable NMR spectra may be recorded in a short
time (despite the comparably poor sensitivity of NMR) with
minimal sample preparation.
Therefore, the strengths of NMR and MS were combined
in this study to elucidate the lipid compositions of different
adipose fat deposits in mice. Beside differences in the lipid
composition depending on the localization of the fat (brown,
visceral, and subcutaneous fat), variations induced by the diets
[(high fat (HF) vs. standard diet (SD)] of the mice are of
particular interest. All obtained data were also compared with
established methods of lipid analysis, particularly TLC [13]
and gas chromatography (GC) [14].
Material and methods
Chemicals
The solvents, free fatty acids, TAGs (as model compounds),
and the MALDI matrix (2,5-dihydroxybenzoic acid, DHB)
were obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany)
in the highest commercially available quality and usedwithout
purification.
All phospholipid standards were obtained from Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) as 10 mg/mL solutions
in CHCl3 and diluted to the required concentration.
Animal experiments, tissue analysis, and lipid extraction
All animal experiments were performed according to the
German national guidelines of laboratory animal care. Eight-
to 12-week-old male transgenic TgH(CX3CR1:EGFP) mice
[15] were investigated (n=6, 3×SD and 3×HF). The fat con-
tents of both diets are very different and comprise 11 % (SD)
and 54 % (HF). The high fat content is achieved by the addi-
tion of hydrogenated coconut oil. Further compositional de-
tails of both diets are available from the Web page of the
supplier (www.ssniff.de). Animals were fed on diets for
12 weeks. These authors are aware that the investigated
number of samples is quite limited. However, the focus of
this investigation was on the comparison of different
spectroscopic methods while physiological aspects play a
minor role.
Brown (BAT), subcutaneous (SAT), and visceral adipose
tissues (VAT) were snap-frozen in liquid nitrogen immediately
after isolation and kept in liquid nitrogen gaseous phase until
further processing. Only relative compositional data are pro-
vided because the detailed elucidation of the related extraction
efficiencies would be beyond the scope of this paper. This
particularly applies because the water contents of both diets
are very different because of the different fat contents.
Tissue lipids were extracted either according to Matyash
et al. [16] or Chena et al. [17] by using methyl tert-butyl ether
(MTBE). This method has the advantage that MTBE is less
hazardous than chloroform which is used in many other
established extraction methods. Additionally, impurities stem-
ming from the aqueous layer cannot be transferred into the
organic layer because MTBE has a lower density than water.
Thus, the organic phase is at the top and the aqueous phase at
the bottom. Shortly, about 50 mg of frozen tissue was trans-
ferred into 1 mL methanol and the cells were disrupted on ice
using a hand tissue grinder (“Mixy Professional”, Nippon
Genetics Europe GmbH, Dueren, Germany). Afterwards
4 mL of MTBE was added and the samples were incubated
on ice for an additional 1 h. In order to achieve phase separa-
tion 1 mL water was added to the sample followed by 15 min
of centrifugation at 4 °C. The upper layer was used for lipid
analysis, whereas the lower (aqueous) one was discarded.
In order to maximize the extraction yields, the pellet was
subjected to a second extraction step and the organic phases
combined. This extract was directly used for MS, TLC, and
GC analyses. For subsequent 1H NMR analysis, however, the
supernatants were dried in a vacuum centrifuge and the resi-
dues redissolved in CDCl3/CD3OD/D2O (60:30:4.5, v/v/v).
This solvent mixture is suitable to suppress the generation of
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large lipid vesicles which would lead to severe broadening of
the NMR signals [12].
MALDI mass spectrometry
All MALDI mass spectra were recorded with DHB (0.5 M in
methanol) as the matrix [18]. All lipid samples of interest were
mixed 1:1 (v/v) with the matrix solution and subsequently
applied onto the MALDI target under slight heating with a
conventional hairdryer that helped to improve the homogene-
ity of crystallization [18].
All mass spectra were acquired on an Autoflex I MALDI
mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
with ion reflector. The system utilizes a pulsed 50-Hz nitrogen
laser, emitting at 337 nm. The extraction voltage was 20 kV
and gated matrix suppression was applied to prevent the sat-
uration of the detector by matrix ions. All spectra were ac-
quired in the reflector mode using delayed extraction condi-
tions. Unless otherwise indicated the observedmass range was
m/z 500–2,000. Spectral mass resolutions, signal-to-noise
(S/N) ratios, and peak intensities were determined by the in-
strument software Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics). The
mass spectrometer was calibrated using a lipid mixture of
known composition. Further details regarding MALDI MS
are available elsewhere [19].
Electrospray ion-trap (ESI-IT) MS
Lipid analysis was (in addition to MALDI) also carried out by
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) on an
Amazon SL ion trap mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany).
ESI-MS conditions were electrospray voltage, 4.7 kV; cap-
illary temperature, 275 °C; and sheath gas (He) flow rate, 25
units. Full scan MS spectra were acquired with maximum
ionization time of 50 ms. Data acquisition and analysis were
carried out by using the programs TrapControl and




All 1H NMR measurements were performed on a Bruker
AVANCE-600 (Bruker, Rheinstetten, Germany) spectrometer
operating at 600.13 MHz for 1H. All spectra were recorded at
298 K using a 5-mm inverse probe and the sample volume
was 580 μL in all cases. To suppress the residual water signal,
the water resonance was irradiated for 2 s by a selective π/2
pulse with a power of 0.1 mW. The presaturation was follow-
ed by a 9.15-μs-long π/2 pulse for excitation. In order to allow
for complete relaxation the delay between two scans was set to
30 s which is surely sufficient to compensate differences in T1
relaxation times (about 2–4 s) [20]. This was verified by mea-
suring the T1 relaxation times in selected samples by using the
inversion recovery pulse sequence [20]. The number of points
sampled in the time domain was 64 k. All spectra were
corrected for baseline and phase distortions using Spinworks
(University of Manitoba). The lipid composition of the sam-
ples was determined by integrating the methyl (0.9 ppm), al-
lylic (2.7 ppm), olefinic (5.3 ppm), and vicinal-olefinic
(2.0 ppm) resonances. Mixtures of commercially available
triacylglycerols (3×18:2, 3×18:1, 3×16:0, and 3×12:0) were
used to validate the NMR data regarding the chain lengths and
the double bond contents.
31P NMR
The dried organic tissue extracts were solubilized according to
Pearce and Komoroski [21] in 50 mM Tris (pH 7.65) contain-
ing 200 mM sodium cholate and 5 mM EDTA. After the
samples were vortexed, high resolution 31P NMR spectra were
recorded on 0.5-mL samples in 5-mmNMR tubes on a Bruker
DRX-600 spectrometer operating at 242.88 MHz for 31P. All
measurements were performed using a selective 31P NMR
probe at 37 °C with composite pulse decoupling (Waltz-16)
to eliminate 31P –1H coupling. Pulse intervals of the order of
T1 were used to allow quantitative analysis of PL integral
intensities [12]. Other NMR parameters were as follows: ac-
quisition time, 1 s, data size, 8–16 k; 60° pulse (7 μs); pulse
delay, 2 s; and line-broadening (LB) of 1 Hz. Chemical shifts
were referenced by using the resonance of phosphatidic acid
(PA) 14:0/14:0 (DMPA) as frequency standard.
Spectra were processed using the software 1D WINNMR
version 6.2® (Bruker Analytische Messtechnik GmbH,
Rheinstetten) including the deconvolution (II) routine for peak
area determination.
Thin-layer chromatography
Selected tissue extracts were subjected to TLC prior to
MALDI-TOF MS to remove interfering phospholipids, parti-
cularly phosphatidylcholines. Thus 5 μL (lipid standards) and
20 μL (tissue extracts) were applied onto HPTLC silica gel 60
glass-backed plates (10×10 cm in size; Merck, Darmstadt,
Germany) and developed in TLC chambers using CHCl3, eth-
anol, water, and triethylamine (35:35:7:35, v/v/v/v) as the
eluents.
Lipids were visualized by spraying the plates with a solu-
tion of Primuline (Direct Yellow 59) according to White et al.
[22]. Upon excitation by UV light (366 nm), individual lipids
become detectable as colored spots. These spots were quanti-
tatively assessed by using a digital image analysis system in
combination with the program Argus X1 (BioStep, Jahnsdorf,
Germany).
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The identified spots were carefully scratched off from the
silica gel and the individual lipid classes eluted by intense
vortexing with a mixture of 75 μL CHCl3, 75 μL methanol,
and 75 μL 0.9 % aqueous NaCl. An enhanced salt concentra-
tion helps tominimize lipid extraction losses [23]. Afterwards,
samples were centrifuged (2,500 rpm) to allow phase
separation. The organic layer was isolated, evaporated
to dryness, and redissolved in 20 μL MALDI matrix
solution (vide supra).
Gas chromatography
All samples were independently investigated by GC analysis
and this was performed as already essentially described [24].
All solvents contained 0.005 % (w/v) of t-butylhydroxytoluene
(BHT) to prevent the oxidation of polyunsaturated fatty acids
(PUFAs). The lipid extracts (vide supra) were redissolved in
300 μL of toluene, and an aliquot was used for methyl ester
preparation. Next, 2 mL of 0.5 M sodium methoxide in meth-
anol was added to the samples, which were shaken in a 60 °C
water bath for 10 min. Subsequently, 1 mL of 14 % boron
trifluoride (BF3) in methanol was added to the mixture, which
was then shaken for an additional 10 min at 60 °C. Saturated
NaHCO3 (2 mL) was added, and the fatty acid methyl esters
(FAMEs) were extracted three times in 2 mL of n-hexane. The
solvent containing the FAMEs was reduced to dryness and the
FAMEs were resuspended in 100 μL of n-hexane and stored at
−18 °C until analysis. The detailed fatty acid analysis was per-
formed using capillary GC with a CP-Sil 88 CB column
(100 m×0.25 mm, Chrompack-Varian, Lake Forest, CA,
USA) that was installed in a Perkin Elmer gas chromatograph
Autosys XL with a flame ionization detector and split injection
(Perkin Elmer Instruments, Shelton, USA). The detailed GC
conditions were the same as recently described [25]. The initial
oven temperature was 150 °C, which was held for 5 min; sub-
sequently, the temperature was increased to 175 °C and then to
200 °C at a rate of 2 °C min−1 and held constant for 10 min.
Finally, the temperature was increased to 225 °C at a rate of
1.5 °C min−1 and held constant for 25 min. Hydrogen was used
as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min−1. The reference
standard FAME Mix was obtained from Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, Germany). Additionally, individual methyl es-
ters of 18:4n-3, 22:4n-6, and 22:5n-3 were purchased from
Matreya (Pleasant Gap, USA). Methyl esters of 18:1trans-11
and 18:1cis-11 were purchased from Larodan Fine Chemicals
(Malmö, Sweden).
The fatty acid profile was calculated by the internal stan-
dard method and 19:0 was used as the internal standard. The
method was calibrated using five different concentration
levels ranging from 18 to 376 ng/μL for each investigated
fatty acid.
Results and discussion
During the last few decades many studies focused on the
investigation of obesity-related markers such as adipocyte-
derived peptides or obesity-associated diseases [26], but it
is surprising how little interest has been paid to the inves-
tigation of the lipid and fatty acyl compositions of adipose
tissues [27], in particular when considering the increasing
prevalence of obesity worldwide. Since MS is a simple
and fast method to obtain a quick survey about the related
lipid compositions, MS analysis was initially performed.
MALDI MS was used as the method of choice because
this method (a) is particularly simple to perform and (b)
tolerates potential sample impurities to a higher extent
than ESI MS [9].
The aim of this study was to investigate the effect of the
diet on the lipid compositions of different adipose fat deposits
found in mice. Both supplied diets (a standard and a high fat






















Fig. 1 Selected positive ion
MALDI-TOF mass spectra of
organic extracts of a the standard
and b the high fat diet. DHB was
used as the MALDI matrix in
both cases and this matrix is well
known to generate exclusively the
sodium adducts of the individual
TAGs. This simplifies peak
assignments, particularly if one
takes the nearly exclusive
presence of TAGs into
consideration. All peaks are
marked by their m/z values and a
detailed assignment of all
observed peaks is available in
Table 1
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by MS. The corresponding positive ion MALDI-TOF mass
spectra are shown in Fig. 1. Beside minor amounts of phos-
phatidylcholines, in particular PC 16:0/18:2 (m/z 758.6 and
780.6) and PC 16:0/20:4 (m/z 782.6 and 804.6), TAGs are
primarily detectable. Although MS1 (without analyzing the
fragmentation patterns of the generated primary ions) does
not allow the unequivocal identification of the individual fatty
acyl residues, the overall fatty acyl compositions of the TAGs
present in both diets differ significantly. The standard diet
(Fig. 1a) is characterized by the presence of TAGs with longer
(particularly C18), unsaturated fatty acyl residues (m/z 901.7
corresponds to TAG 54:6, for instance), whereas the high fat
diet (Fig. 1b) contains shorter, saturated fatty acyl residues
(m/z 661.5, for instance, corresponds to TAG 36:0). This is
in agreement with the information provided by the supplier:
the HF diet is supplemented with (hydrogenated) coconut oil
and this oil is rich in TAGs with relatively short fatty acyl
residues such as lauroyl (12:0) and myristoyl (14:0) [28]. A
more detailed assignment of all observedMALDIMS peaks is
additionally provided in Table 1. The high mass range of the
spectra is exclusively shown to avoid confusion by fragmen-
tation products (detectable at m/z<610) which are generated
from all TAGs by the loss of one fatty acyl residue [28]. This
fragmentation can be minimized—in our experience—but
never completely suppressed when MALDI MS is used
[29]. Therefore, the MALDI mass spectra were analyzed only
qualitatively. Quantitative analysis of fatty acyl composition
was performed by means of GC and NMR spectroscopy and
discussed later in more detail.
The lipid composition of the supplied diet has a strong
impact on the lipid composition of the adipose tissues, i.e.,
the composition of the adipose tissue is a direct consequence
of the supplied diet [6]. Selected positive ion MALDI-TOF
mass spectra of organic extracts of brown, subcutaneous, and
visceral fat are shown in Fig. 2. The three spectra at the top
(Fig. 2a–c) were recorded from tissues isolated from animals
fed with the SD, whereas the three spectra at the bottom
(Fig. 2d–f) correspond to the HF diet. There are differences
depending on the diet but only moderate differences between
adipose tissue types. All spectra are dominated by the pres-
ence of TAGs; however, particularly in brown fat some PC
species were detected. The observed TAG fatty acyl patterns
resemble the composition of the standard diet (cf. Fig. 1a). In
contrast, the adipose tissue extracts from mice fed the HF diet
are dominated by shorter, saturated fatty acyl residues which
are also predominately present in the HF diet (cf. Fig. 1b).
However, there are also some TAG species (m/z 797.7 and
799.7, for instance) which are detectable neither under condi-
tions of the SD (Fig. 2a–c) nor in the HF diet as such (Fig. 1b).
The peak at m/z 797.7 corresponds to TAG 46:2, i.e., a TAG
which contains one oleoyl, palmitoleoyl, and one lauroyl res-
idue (determined by ESI MS/MS, data not shown). The oc-
currence of such a species with one oleoyl residue indicates
that the dietary fatty acids are only partially incorporated into
the de novo synthesized TAGs and a certain extent of
unsaturation (presence of 18:1) is still maintained—indepen-
dent of the diet composition. Interestingly, the incorporation
of saturated fatty acids from the diet is tissue-specific: whereas
brown fat (Fig. 2d) contains still major amounts of the original
unsaturated TAGs (m/z 879.7, 881.7, and 907.7), the content
of such species is much lower in the visceral (Fig. 2f) and
particularly subcutaneous (Fig. 2e) fat tissue. To the best of
our knowledge, this tissue-specific effect on the incorporation
of nutritional fatty acids has not yet been studied by means of
soft ionization MS.
Table 1 Assignment of the m/z values detected in the positive ion
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The relative fatty acid compositions of both diets and the
different adipose tissues of interest have also been determined
(Fig. 3) by GC because it is so far the most established and
presumably also most reliable method of free fatty acid anal-
ysis [30]. In the SD (Fig. 3a), longer-chain unsaturated fatty
acids (particularly linoleic acid, 18:2n-6) are nearly exclusive-
ly present, whereas shorter and saturated ones, particularly
lauric (12:0) and myristic acid (14:0), represent the majority
of the fatty acids in the HF diet. This is in excellent agreement
with the MALDI mass spectra. In agreement with the MALDI
data (vide supra) diet-related differences were also observed in
the fatty acyl compositions of the different adipose tissues.
Although oleic acid (18:1cis-9) remains (independent of the
diet) the most abundant fatty acid, there is a reduction of the
linoleic acid (18:2n-6) content in all tissues under conditions
of the HF diet. This loss of 18:2n-6 is compensated by the
incorporation of saturated, shorter-chain fatty acids such as
12:0 and 14:0. This effect is most pronounced in the case of
the subcutaneous and the visceral tissue, but is less marked in
the case of the brown fat tissue. Because of the very different
compositions of the diets used in mice experiments a compar-
ison with other, similar studies is difficult, predominantly with
respect to fatty acid compositions. However, feeding mice
with high-fat diets enriched with either n-3 PUFA (27 % fish
oil, n-3 HFD) or n-6 PUFA (27 % sunflower oil, n-6 HFD)
significantly affects the muscle fatty acid concentrations of
m/z [Th]


























































Fig. 2 Selected positive ion
MALDI-TOF mass spectra of
organic extracts of different
adipose tissues according to the
supplied diet: standard diet (a–c)
and high fat diet (d–f). Brown
(a, d), subcutaneous (b, e), and
visceral (c, f) adipose tissues from
the same animals were
investigated. Spectra are scaled
such that the most intense peak
has the same intensity in all cases.
All peaks are marked by their m/z
values and a detailed assignment
of all observed peaks is available
in Table 1
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saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids
(SAFA, MUFA, and PUFA) [31].
Of course, the performed fatty acid analysis is simplified
because there are (in addition to TAGs) also some other
(phospho)lipids that contribute to the fatty acyl compositions
of adipose tissues. However, a simultaneously performed
HPTLC analysis [13] indicated (Fig. 4, top) that the contribu-
tion of other (phospho)lipid classes (such as PCs and PEs
which represent the most abundant phospholipids in mamma-
lians) is very low and represents only about 5 % of TAGs. It is
also evident that there are no major diet-dependent changes of
the phospholipid composition. This fact is also reflected by
31P NMR (Fig. 4, bottom): analyzing exclusively the brown
fat tissue extract (owing to its most pronounced phospholipid
content) revealed no differences depending on the supplied
diets. Therefore, neglecting the phospholipid content does
not lead to significant errors of the fatty acyl compositions
of TAGs.
Finally, in order to have a completely independent method,
lipid compositions of the diets and adipose tissue were also
analyzed by high-resolution NMR spectroscopy. This method
has the considerable advantage that (besides dissolving the
Fatty Acid


























































































Fig. 3 Gas chromatographic
determination of the relative fatty
acid composition of the diets and
the different adipose tissue extracts
of interest. All data are provided as
percentage of the total fatty acid
amount. Dark gray bars represent
the standard diet, light gray bars
indicate the high fat diet. Please
note that “18:1” is actually a
mixture of different isomers
(18:1cis-9 and 18:1cis-11) which
are not further differentiated here
because a differentiation of these
isomers was beyond the scope of
this investigation. Fatty acids
contributing less than 1 % have
been neglected. Standard
deviations are of the order of ±5 %
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sample in deuterated solvents) no pretreatment or derivatiza-
tion is necessary. 1H NMR spectra were exclusively recorded
because 1H is the most sensitive nucleus and spectra can there-
fore be recorded in a relatively short time and with a reason-
able signal-to-noise (S/N) ratio [32]. The levels of quantitation
(LOQ) achievable by means of 1H NMR are normally be-
tween 10 and 100 μM [33] but are influenced by many instru-
mental parameters such as the NMR spectrometer and the type
of the sample tubes used. Additionally, the extraction efficien-
cy has a significant impact. These are the reasons why relative
compositional data are exclusively provided here.
Some information about the fatty acyl composition is also
available by 1H NMR, whereas this information is barely
available by using 31P NMR [12]. Of course, although 1H
NMR can hardly provide very detailed information about the
fatty acyl composition of a given TAG species, it does offer
the significant advantage that absolute data regarding the dou-
ble bond content can be directly obtained and there is no
absolute need to use internal standards. Relative data
can be obtained by integrating the assigned resonances
and the dynamic range of NMR comprises at least two
orders of magnitude [12].
In Fig. 5, the 1H NMR spectra of the organic extracts of
both diets are shown. The high-field spectral range is shown at
the bottom, whereas the spectral range of the olefinic hydro-
gens (and the second proton of the glycerol) is emphasized at
the top. The same tendencies as already observed by MALDI
MS as well as GC are evident: the SD possesses increased
double bond content in comparison to the HF diet. This can
be easily seen (upper two spectra) when the intensity of the
olefinic hydrogens (at about 5.30 ppm) is compared with the
intensity of the glycerol resonance at about 5.22 ppm. From
this simple comparison, it is evident that the HF diet contains
mainly SAFA residues. Additionally, the presence of PUFA
(mainly from linoleic acid) is reflected by the resonance at
about 2.76 ppm (bis-allylic CH2 group) and the increased
intensity of the resonance at about 2.03 ppm which represents
the methylene group next to a double bond. It has to be
noted that the chemical shift of the methyl resonance (at
the highest field) depends on the chain length of the
fatty acid: whereas longer acyl chains (such as in the
case of linoleic acid) appear at about 0.85 ppm, saturat-
ed lipids with shorter acyl residues appear at lower
field, i.e., around 1 ppm (http://www.hmdb.ca). This
has been verified by the investigation of TAGs with
defined fatty acyl compositions. A more detailed
analysis regarding the content of PUFA, MUFA, and
SAFA as well as a comparison with the GC data is
available in Table 2. The same NMR approach may
also be used to investigate the compositions of the
different adipose tissues depending on the diet: In
Fig. 6 the 1H NMR spectra of organic extracts of the
three different adipose tissues of interest are shown. All
spectra are scaled such that the glycerol resonances
possess identical intensities; the spectra recorded
subsequent to the HF diet are printed in red, whereas
the SD spectra are printed in blue. Again, these spectra
indicate that supplying the mice with the standard diet
leads to increased double bond contents. Detailed data
are summarized in Table 2. Although there are (at least
in some cases) major differences between GC and
NMR, the same trends are obvious: the HF diet leads
to an attenuation of the double bond content and
decreases particularly the content of polyunsaturated
fatty acyl residues. Concomitantly, there is an increase
in the SAFAs, which are major constituents of the HF
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Fig. 4 Top: Video image of a typical HPTLC plate showing selected diet
or tissue extracts subsequent to Primuline staining. The different lanes and
lipid classes are assigned directly in the figure. Please note that
phospholipids (but not TAGs) were of particular interest here and, thus,
large amounts of sample had to be used because of the low phospholipid
contents in all samples. This leads to poorly resolved TAG spots. Bottom:
31P NMR spectra of extracts of brown adipose tissue according to the
supplied diets (a standard diet, b high fat diet). Brown adipose tissue is
used as an example because this fatty tissue possesses the most pronounced
phospholipid content. CL cardiolipin, LPC lysophosphatidylcholine, SM
sphingomyelin, PC phosphatidylcholine, PE phosphatidylethanolamine,
TAG triacylglycerol
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altered and it seems that all investigated tissues need to
retain a certain extent of unsaturation of their lipids.
According to these data (which were obtained by
using three different, completely independent methods),
it is suggested that the fatty acyl compositions of the
diets have a tremendous impact on the composition of
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Fig. 6 Selected 600 MHz (pulse-acquire) 1H NMR spectra of organic
extracts of different fatty tissues according to the supplied diet: the
standard diet is given in blue, the high fat diet is given in red. All
spectra are scaled such that the resonances of the glycerol backbone
possess the same intensities in all cases. The spectrum at the bottom
gives a survey of the entire frequency range, whereas only a small
chemical shift range is shown in all other traces. A relaxation delay of
30 s was used to ensure complete relaxation of all protons. This is an
important prerequisite of quantitative data analysis. Selected T1 relaxation
time measurements resulted in T1 times between 1 and 3 s
Olefinic
Glycerol C2
1H NMR Chemical Shift [ppm]
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Fig. 5 Selected 600 MHz (pulse-acquire) 1H NMR spectra of a the high
fat and b the standard diet. Spectra were recorded in a mixture of CDCl3,
CD3OD, and D2O to avoid aggregation of the relevant lipids as far as
possible. The low field (top) and the high field (bottom) range were
separated to improve clarity of presentation. Resonances are assigned
by numbers given in the structural formula of linoleic acid, which is a
major constituent of the standard diet. Please note the significant
difference in the double bond content between both diet types
Table 2 Comparison of the compositional data of different fatty tissues determined by means of 1H NMR and GC (in brackets)
DB/TAG PUFA MUFA SAFA
Standard diet
Subcutaneous 3.56±0.04 38.18±1.35 [38.1±8.2] 38.38±2.43 [37.9±1.6] 23.45±1.85 [22.2±6.1]
Visceral 3.64±0.42 40.85±0.96 [39.7±5.6] 36.15±2.29 [37.7±2.9] 23.00±1.42 [21.1±3.1]
Brown 3.18±0.23 26.48±2.95 [28.7±7.2] 39.58±1.90 [38.3±3.5] 33.95±1.85 [31.2±3.7]
High fat diet
Subcutaneous 1.63±0.07 8.39±0.61 [9.5±1.7] 36.55±1.53 [39.8±3.1] 55.06±2.12 [48.9±4.7]
Visceral 1.65±0.09 9.03±0.47 [10.3±1.4] 35.47±1.77 [40.3±1.6] 55.50±2.21 [48.1±2.2]
Brown 1.68±0.05 8.05±0.49 [10.9±2.6] 38.77±1.49 [39.3±0.7] 53.19±1.08 [48.3±3.1]
Data are the average of three independent measurements and the corresponding standard deviations are also given
DB double bond, MUFA monounsaturated fatty acid, PUFA polyunsaturated fatty acid, SAFA saturated fatty acid, TAG triacylglycerol
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lowest double bond content under conditions of the SD.
However, this effect is not seen anymore under condi-
tions of the HF diet and the different adipose tissues
show a similar composition in this case. This may also
affect the physiological functions of these tissues but a
more detailed investigation of this aspect was beyond
the scope of this paper.
Different analytical methods have been used to elucidate
the compositions of fat tissues, and the advantages and draw-
backs of these methods are summarized in Table S1 (see
Electronic Supplementary Material, ESM). MALDI and
TLC were used as fast screening methods to analyze the rel-
ative compositions of the samples “at first glance”, whereas
GC and NMR were used as quantitative methods. Although
NMR provides less detailed data in comparison to GC, the
agreement between both methods regarding the SAFA,
MUFA, and PUFA contents is remarkable. Thus, NMR is a
competitive method in comparison to GCwhen fairly concen-
trated samples are to be investigated. Even diluted samples
can be successfully analyzed because the S/N ratio can be
improved by averaging a larger number of scans.
In conclusion, the diet composition has a strong impact on
the fatty tissue composition and should be carefully checked
prior to performing animal experiments. It is extremely impor-
tant to use identical diet compositions in order to avoid mis-
interpretations of experimental results.
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Abstract Triacylglycerols (TAGs) are the most abundant
constituents of vegetable oils and adipose tissues. TAG anal-
ysis is even, nowadays, challenging because the presence of
three (often different) fatty acyl residues leads to many differ-
ent, regioisomeric species. While the overall fatty acyl com-
position of TAG can be determined by gas chromatography/
mass spectrometry (GC/MS), all positional information is
completely lost by this approach. Therefore, GC/MS is often
replaced or combined with LC/MS that provides information
(by MS/MS) which fatty acyl residues are present in a given
TAG and sometimes also about the location at the glycerol
backbone. Since TAGs are normally available in huge
amounts, the comparably low sensitivity of NMR is not a
major issue. We show that high-resolution 13C NMR spectros-
copy is an excellent method to determine the overall fatty acyl
composition and the positions of the related (unsaturated) fatty
acyl residues in a given TAG molecule. These data will be
compared with MALDI-TOF MS data of the same vegetable
oil samples. Although the 13C NMR method is particularly
applicable to unsaturated TAG, this approach can be regarded
as a significant methodological progress in this field.
Keywords Triacylglycerols . Regioisomers . Vegetable oils .
1HNMR . 13CNMR spectroscopy .MALDI-TOFmass
spectrometry
Introduction
Triacylglycerols (TAGs) such as in palm oil have many dif-
ferent applications in pharmaceutical sciences and cosmetics
(Baud and Lepiniec 2010) and are also very important for
many additional reasons: on one hand, TAGs are one of the
major energy sources in human nutrition (Wiener et al. 1987)
and omnipresent in food whereby vegetable oils (Jakab et al.
2002; Schiller et al. 2002a, b) or adipose tissues such as lard
are particularly rich in TAGs (Nalbone et al. 1989). On the
other hand, the generation of TAGs in adipose tissues is an
efficient method for the organism to store excessive, nutrition-
al energy.
The evaluation of the composition of TAGs (Bosque-
Sendra et al. 2012) is important for different reasons and has
also many practical applications. For instance, the adulteration
of virgin olive oils by less expensive walnut oil is a major
issue—not only in the European Union (Vigli et al. 2003).
From this simple example, it is already evident that the anal-
ysis of complex TAG mixtures is an important and practically
relevant analytical problem.
Nowadays, the overall fatty acyl composition of complex
TAG mix tu r e s i s no rma l l y de t e rm ined by gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) (Griffiths
2003). To do this, the sample is first hydrolyzed into the free
fatty acids, which are, afterwards, (subsequent to derivation
such as methylation or silylation to enhance the volatility)
separated by gas chromatography and characterized by mass
spectrometry (Delmonte et al. 2009). This is an established
and accurate method but has the significant disadvantage that
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only the overall fatty acyl composition of all TAGs can be
determined, but the positional information (whether a partic-
ular residue is located in sn-1, sn-2, or sn-3 position of the
glycerol) is lost. This problem can be overcome by the addi-
tional use of soft ionization mass spectrometric methods such
as ESI or matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-
flight (MALDI-TOF) MS which provide the m/z value of the
intact TAG (Bono et al. 2014) and, thus, the molecular weight
of the TAG molecule. In combination with MS/MS, the de-
tailed fatty acyl composition can be easily determined by the
assessment of the released acyl residues. For instance, it is
possible to determine whether there is triolein or two oleoyl
residues are replaced by a stearoyl and a linoleoyl residue.
However, the assignment of the fatty acyl residues to a dedi-
cated position at the glycerol is difficult and requires sophis-
ticated separation methods (Lísa and Holčapek 2013) and/or
another dimension of MS, for instance, ion mobility (Šala
et al. 2016).
The majority of the so far available NMR studies of TAGs
are based on 1H NMR because this is the most sensitive NMR
isotope (Popkova et al. 2015). However, 1H NMR provides
only a limited range of chemical shift (about 10 ppm), and
thus, only a relatively crude compositional analysis of vege-
table oils is possible. 13C NMR (at least if performed at the
natural abundance of only 1.1%) is by far less sensitive in
comparison to 1H NMR, but this problem is not very signifi-
cant because vegetable oils are normally available in large
amounts. Due to the broad chemical shift range of 13C NMR
(about 200 ppm), nearly all natural fatty acids (independent if
free or bound in TAG) can be easily assigned and this partic-
ularly applies for unsaturated fatty acids, which can be easily
differentiated by the characteristic shifts of their olefinic car-
bon atoms (Pollesello et al. 1996). Unfortunately, 13C NMR is
only rarely used in lipid analyses. The more recent literature is
normally concerned with 1H NMR and focuses on the overall
fatty acyl composition rather than detailed TAG composition
(Barison et al. 2010; Mannina and Sobolev 2011).
Publications dealing with 13C NMR are normally older than
15 years (Zamora et al. 2001; Mavromoustakos et al. 2000). It
was shown that 13C NMR can distinguish the positions of
esterified fatty acids in TAGs, while this information is not
readily available by using other methods (Mannina et al.
1999). However, 13C NMR analysis was, to these authors,
best knowledge never used in combination with mass spec-
trometry in order to obtain the complete fatty acyl composi-
tion of TAGs in complex mixtures.
We show here that high-resolution 13C NMR is not only a
useful tool to identify the individual fatty acyl residues, but
there are also slight changes in the chemical shifts of differ-
ently (sn-1 and sn-2 position) bound fatty acids which enable
the differentiation of regioisomeric TAGmolecules. Although
this approach is not applicable to TAGwith nearly exclusively
saturated fatty acyl residues such as coconut oil (Schiller et al.
2002a), this is a convenient method to differentiate unsaturat-
ed TAGs, which represent the most abundant constituents of
the majority of vegetable oils.
Material and Methods
Chemicals
The solvents, selected TAGs (as model compounds) with three
identical fatty acyl residues (TAG 3 × 18:1 ω9 (OOO), TAG
3 × 18:2 ω6 (LLL), TAG 3 × 18:3 ω3 (LnLnLn), and TAG
3 × 16:0 (PPP) ) , and the MALDI mat r ix (2 ,5 -
dihydroxybenzoic acid (DHB)) were obtained from Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Germany) in the highest commercially
available quality and used without purification. Synthesized
TAGs with defined fatty acyl positions (TAG 18:1 ω9/18:1
ω9/18:2ω6 (OOL), TAG 18:1ω9/18:2ω6/18:1ω9 (OLO),
TAG 18:2 ω6/18:2 ω6/18:1 ω9 (LLO), and TAG 18:2 ω6/
18:1ω9/18:2ω6 (LOL)) were obtained fromLarodan (Solna,
Sweden) and used as supplied. In this x:y nomenclature, Bx^
represents the number of carbon atoms, while By^ denotes the
number of double bonds From here on, the fatty acyl residues
will be abbreviated with BO^ (18:1ω9), BL^ (18:2ω6), BLn^
(18:3 ω3), BP^ (16:0), or BS^ (18:0).
All investigated vegetable oils (olive, garlic, sesame, corn,
sunflower, walnut, and linseed) were obtained from local su-
permarkets and used as supplied. These oils were diluted with
chloroform to give a concentration of 1 mg/mL for MALDI-
TOF MS analysis and a 10% (w/w) solution for 13C NMR.
Gas Chromatography
All samples were independently investigated by GC anal-
ysis in order to determine the total fatty acid composition.
GC was performed as already essentially described
(Dannenberger et al. 2012). All solvents contained
0.005% (w/v) of t-butylhydroxytoluene (BHT) to prevent
the oxidation of polyunsaturated fatty acids (PUFAs). The
vegetable oil samples (vide supra) were redissolved in
300 μL of toluene, and an aliquot was used for methyl
ester preparation. Next, 2 mL of 0.5 M sodium methoxide
in methanol was added to the samples, which were shaken
in a 60 °C water bath for 10 min. Subsequently, 1 mL of
14% boron trifluoride (BF3) in methanol was added to the
mixture, which was then shaken for an additional 10 min
at 60 °C. Saturated NaHCO3 (2 mL) was added, and the
fatty acid methyl esters (FAMEs) were extracted three
times in 2 mL of n-hexane. The solvent containing the
FAMEs was reduced to dryness and the FAMEs resus-
pended in 100 μL of n-hexane and stored at −18 °C until
analysis. The detailed fatty acid analysis was performed
using capillary GC with a CP-Sil 88 CB column
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(100 m × 0.25 mm, Chrompack-Varian, Lake Forest, CA,
USA) that was installed in a PerkinElmer gas chromato-
graph CLARUS 680 with a flame ionization detector and
split injection (PerkinElmer Instruments, Shelton, USA).
The detailed GC conditions were the same as recently
described (Angulo et al. 2012). Briefly, the initial oven
temperature was 150 °C (held for 5 min); subsequently,
the temperature was increased to 175 °C and then to
200 °C at a rate of 2 °C min−1 and held for 10 min.
Finally, the temperature was increased to 225 °C at a rate
of 1.5 °C min−1 and held for 25 min. Hydrogen was used
as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min−1. The split
ratio was 1:20, and the injector and detector were set at
260 and 280 °C, respectively.
The reference standard FAME Mix was obtained from
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany; Order Number
CRM47885). Additionally, individual methyl esters of 18:4
ω3, 22:4 ω6, and 22:5 ω3 were purchased from Matreya
(Pleasant Gap, USA). Methyl esters of 18:1 trans ω9 and
18:1 cis ω9 were purchased from Larodan Fine Chemicals
(Malmö, Sweden).
The fatty acid profile was calculated by the internal stan-
dard method, and 19:0 was used as the internal standard. The
method was calibrated using five different concentration
levels ranging from 18 to 376 ng/μL for each investigated
fatty acid.
MALDI-TOF Mass Spectrometry
MALDI-TOF MS was used to investigate the TAG composi-
tions of the vegetable oils. All MALDI-TOF mass spectra
were recorded with DHB (0.5 M in methanol) as the matrix
(Schiller et al. 1999). All lipid samples of interest were mixed
1:1 (v/v) with the matrix solution and subsequently applied
onto the MALDI target under slight heating with a conven-
tional hairdryer that helped to improve the homogeneity of
crystallization (Schiller et al. 1999).
All mass spectra were acquired on an Autoflex I
MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) equipped with an ion reflector. The
system utilizes a pulsed 50-Hz nitrogen laser, emitting at
337 nm. The extraction voltage was 20 kV, and gated
matrix suppression was applied to prevent the saturation
of the detector by matrix ions. All spectra were acquired
in the reflector mode using delayed extraction conditions.
Unless otherwise indicated, the observed mass range was
m/z 500–1200. Spectral mass resolutions, signal-to-noise
(S/N) ratios, and peak intensities were determined by the
instrument software Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics).
The mass spectrometer was calibrated using a lipid mix-
ture of known composition. Further details regarding
MALDI-TOF MS are available elsewhere (Fuchs et al.
2010).
NMR Spectroscopy
Standard 1HNMR aswell as DEPT-45 13C NMR spectra were
recorded from solutions of pure TAG of known compositions
and different vegetable oils. The selection of commercially
available oils comprised olive, sesame, linseed, corn, garlic,
sunflower, and walnut oil. TAGs with known composition
(LLL, OOO, LOL, LLO, OOL, OLO, and LnLnLn) were used
as reference compounds. The nomenclature BOLO^, for in-
stance, means that there are oleoyl (O) residues in sn-1 and sn-
3 position, while a linoleoyl (L) residue is located in sn-2
position. Ln represents linolenic acid. All samples were dis-
solved in CDCl3/MeOD (2:1, v/v) to give approximate 10%
(by weight) solutions. NMRmeasurements of the oil solutions
were performed on a Bruker DRX-600 spectrometer operating
at 600.13 MHz for 1H. The NMR spectra were recorded at
298 K using either a 2.5-mm DUAL double resonance
(13C/1H) probe or a 5 mm BBO with sample volumes of 200
and 600μL, respectively. In order to enhance relaxation times,
1 mMof Cr(acac)3 (chromium-(III)-acetylacetonate in CDCl3/
MeOD (2:1, v/v)) was added. In order to investigate the fatty
acyl positions of TAGs, high-resolution 13C NMR DEPT-45
spectra (Vlahov et al. 1999) were acquired. The lengths of the
required pulses for 1H and 13C were set to 25 and 8 μs, re-
spectively. The number of points sampled in the time domain
was 32 k, leading to a chemical shift uncertainty (regarding
technical replicates) of about 1 Hz. All spectra were corrected
for baseline and phase distortions using Spinworks 4.2.0.0
(https://home.cc.umanitoba.ca/~wolowiec/spinworks/). For
achieving a higher spectral resolution, zero filling was
applied resulting in 512 k data points. Additionally, the
Lorentz–Gauss enhancement was used with parameters of
−0.3 and 0.3 Hz, respectively. Thus, a final resolution of 0.8
Hz (in the 13C observation channel) was achieved on the 2.5-
mm probe and 1.2 Hz at the 5-mm probe. All spectra were
exported as text files for further analysis. The assignments of
the resonances in the DEPT-45 spectra were based on the fact
that signals arising from olefinic CH-groups in esterified fatty
acids reflect the position of the respective fatty acid in the
TAG. Unknown resonances were assigned by comparison
with the respective putative isolated TAG. All resonances be-
tween 127 and 129 ppm were integrated, and the fatty acyl
distribution was calculated as discussed in this paper (vide
infra). The chemical shift variations between different samples
were about 1–2 Hz, given that the sample volume and the
solvent were unchanged.
Data Analysis
The results of GC, MS, and NMR measurements were com-
bined in order to determine the overall TAG composition and
the positions of the individual fatty acyl residues, respectively.
The basic principle of our approach was to define as many
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constraints as possible given by the NMR, GC, and MALDI-
TOF MS data to calculate the most likely TAG composition.
Figure 1 explains how the experimental data were used to
derive all necessary parameters. First, the GC data constrain
the total amount of any fatty acid j (faj) included in the data set.
Then, the positional distribution of the esterified fatty acids
was determined by using the integral intensities of the corre-
sponding olefinic signals from the DEPT-45 NMR spectra.
The integral intensity of each fatty acid was subsequently
multiplied by the total content of that respective fatty acid
resulting in a weighted positional distribution. Hence, the sec-
ond set of constraints is the number of every fatty acid j at
position sn-2, respectively, sn-1,3 (sn-1,3 (faj) and sn-2 (faj)).
A third set of constraints is given by the MALDI-TOF MS
data. On the basis of the MS data, it can be decided whether a
potential TAG I is present by looking for the appropriate m/z
value (m/z(I)). Finally, the relative intensities of all MALDI-
TOFMS peaks act as an additional set of conditions that have
to match. To this end, a reference peak k is chosen and its ratio
r relative to all other observed peaks is calculated. A system of
equations was derived on the basis of all the given information
and solved by a linear least square solver algorithm (optimize
package from SciPy version 0.17). All variables were restrict-
ed to bounds avoiding negative numbers.
Results and Discussion
First, the 13C NMR spectra of some defined TAGs were re-
corded to see whether the achievable resolution is high
enough to enable the differentiation of the positions of the
individual fatty acyl residues. In Fig. 2, the high-resolution
DEPT-45 13C NMR spectra of the olefinic spectral regions
of OLO, OOO, LLO, LLL, and LOL are shown. The spectrum
at the top shows the entire 13C NMR spectrum of LLO to
emphasize that only a small spectral range (emphasized by
the rectangle) is used for a more detailed analysis. The corre-
sponding 13C NMR spectrum of trilinolenin (LnLnLn) is
shown as Supplementary Fig. S1. This spectrum is separately
shown because the introduction of additional double bonds
(Ln in comparison to L or O) leads to changes of the chemical
shifts, which requires an extended chemical shift range.
OOO is the simplest example: there is just a single double
bond in each acyl residue, and if no differentiation between
sn-1,3 on one hand and the sn-2 position on the other hand
could be made, one would expect just two resonances: one for
the C9 and one for the C10 (olefinic) carbon. However, there
are four resonances which possess also different intensities.
Therefore, the resonances with minor intensities correspond to
the oleoyl residue in sn-2 position. The assignments of all
observed resonances are given directly at the individual traces
and are also summarized in Table 1. The ratio of the sn-1,3 to
sn-2 olefinic signals was 1.96 to 1 in OOO. Hence, DEPT-45
spectra can be regarded as quantitative as long as resonances
corresponding to the same kind of functional groups are com-
pared. In our case, carbon signals of exclusively CH groups
were compared with each other. Of course, the chemical shift
differences are extremely small, and thus, the probe has to be
well shimmed. We have made the experience that the use of a
2.5-mm probe positively affects the spectral quality although
we were not able to use this probe in all cases but had also to
use a common 5-mm probe. On the 5-mm probe, the optimal
shim was achieved by using the Bruker’s built in TopShim 3D
shimming routine. However, the individual resonances were
still broader compared to the 2.5-mm probe where no partic-
ular shimming routine was available. Based on this observa-
tion, we assume that a further reduction in the sample tube
diameter would result in a significant increase in the achiev-
able resolution. This aspect is currently investigated in our
laboratory. The spectra shown in Fig. 2 were recorded with a
common 5-mm probe, and it is not possible to resolve reso-
nances with a shift difference of 1.35 Hz and less. It will be
shown (vide infra) that this is possible by using a dedicated
2.5-mm 13C/1H probe.
From these data, it is obvious that the fatty acyl distribution
in isolated, unsaturated TAGs can be differentiated by one-
Fig. 1 Sketch to explain the performed calculations to determine the positions of the fatty acyl residues in TAGs
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dimensional 13C NMR. However, the situation is of course
much more difficult if different vegetable oils are investigated
because (a) they may comprise many different isomers and (b)
do not only possess unsaturated fatty acyl residues but as well
saturated ones. This is evident from Table 2 where the overall
fatty acid compositions of different vegetable oils (determined
by GC) are shown: in addition to changes of the most
abundant fatty acids (oleic acid, for instance, is most abundant
in olive oil and linolenic acid in linseed oil), there are also
saturated fatty acids which contribute in all cases for about
10–20%. The (most abundant) fatty acids determined in this
study represent 93–98% of the overall fatty acid pool in the
vegetable oil samples. Minor fatty acid species were not in-
cluded, since they are anyway not detectable by 13C NMR. To
Fig. 2 13C NMR spectra
(150.92 MHz) of selected,
commercially available TAG
standards. All samples were
investigated as 10% solutions in
CDCl3/MeOD (2:1, v/v) using a
common 5-mm probe. The entire
spectrum of LLO is shown at the
top. Please note that only a very
small part of the spectrum is
needed for data analysis. The
Bwiggles^ at the bottom of the
peaks are caused by the Bzero-
filling^ process. O oleic acid, L
linoleic acid
Table 1 Assignment of the most
relevant 13C resonances observed
in the spectra of vegetable oils
O L Ln
C pos. 2 1.3 Δ Hz 2 1.3 Δ Hz 2 1.3 Δ Hz
9 129.664 129.687 3.45 129.857 129.880 3.45 130.041 130.064 3.45
10 129.946 129.931 2.25 128.059 128.049 1.50 127.762 127.743 2.85
12 127.887 127.896 1.35 128.148 128.157 1.35
13 130.100 130.092 1.20 128.196 128.187 1.35
15 127.100 127.100 0.00
16 131.773 131.773 0.00
Only unsaturated fatty acids are listed because a differentiation between saturated fatty acids can be hardly made
by 13 C NMR. Differences in chemical shifts smaller than 2 Hz could be exclusively resolved if a dedicated 2.5-
mm probe was used—not with a common 5-mm probe. For details, see text
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our experience, the lower limit for the molar fraction of a
specific molecule is about 3% in a mixture.
The differences monitored by GC can be also resolved by
soft ionization MS, and the positive ion MALDI-TOF mass
spectra of the vegetable oils are shown in Fig. 3. MALDI-TOF
MSwas used because it is a fast and convenient methodwhich
allows the screening of the fatty acyl compositions of oils in a
fast way.
The interpretation of the positive ion MALDI-TOF mass
spectra of TAGs is particularly simple because TAGs appear
exclusively as sodium adducts, never as protonated species
(Gidden et al. 2007). Therefore, there is no superposition be-
tween different adducts (particularly H+ and Na+) and differ-
ences in the fatty acyl composition of the TAG (Schiller et al.
2001). It is obvious that the observed m/z values are decreas-
ing from the bottom to the top, and thus, the double bond
content within the corresponding vegetable oil is increasing.
This correlates excellently with the known fact (cf. the GC
data given in Table 2) that olive oil contains predominantly
oleoyl residues (m/z 907.8, TAG 54:3), while walnut oil is
Table 2 Relative fatty acyl
compositions of the different
vegetable oils
Fatty acid Abbr. Garlic Corn Olive Sesame Sunflower Walnut Linseed
16:0 P 4.53 11.31 10.12 9.36 6.42 6.70 4.95
18:0 S 1.65 2.02 3.23 5.61 2.54 2.69 3.44
18:1ω9 O 58.05 30.14 75.26 38.58 35.15 16.31 19.76
18:2ω6 L 21.12 54.42 8.08 44.93 54.58 61.00 15.04
18:3ω3 Ln 10.71 1.19 0.81 0.34 0.12 12.33 55.94
16:1ω7 – 0.20 0.09 0.63 0.11 0.14 0.08 0.06
18:1ω11 – 1.50 0.30 1.45 0.86 0.73 0.67 0.46
Misc. – 2.24 0.53 0.42 0.21 0.32 0.22 0.35
These data were obtained by gas chromatography. Only the most abundant fatty acids were considered; therefore,
the sum of the given fatty acids is always less than 100%. For details, see the BMaterial and Methods^ section




























Fig. 3 Expanded mass regions of the positive ion MALDI-TOF mass
spectra of selected vegetable oils. Note that the observed m/z values
enable the direct calculation of the chain length and the number of
double bonds because exclusively the Na+ (no H+) adducts are detected.
In the used x:y nomenclature, x denotes the number of carbon atoms,
whereas y denotes the number of double bonds. All these data are
related to all three fatty acyl chains, and no positional differentiation is
made
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particularly rich in linoleoyl (m/z 901.8, TAG 54:6) and lin-
seed oil in linolenoyl (m/z 895.8, TAG 54:9) residues (Schiller
et al. 2002b). Of course, there are also minor amounts of
saturated residues such as palmitoyl in the olive oil (m/z
881.7) and the other vegetable oils. A more detailed investi-
gation of the individual oils was not possible because our
MALDI-TOF mass spectrometer lacks a dedicated collision
cell, which is necessary to perform MS/MS experiments.
The high-resolution 13C DEPT-45 NMR spectra of selected
vegetable oil samples are shown in Fig. 4 with the emphasis
on the chemical shift range of the olefinic groups of unsatu-
rated fatty acids. It is obvious at the first glance that all unsat-
urated fatty acyl residues can be easily differentiated because
O, L, and Ln result in different chemical shifts in the high-
resolution 13C NMR spectra. This is not surprising, and it is
already well known that different unsaturated fatty acids (ei-
ther free or bound in TAGs) can be differentiated in this way
(Mannina et al. 1999). However, it is also evident that there
are two resonances for each carbon atom. This enables the
assignment of the corresponding resonances to either the sn-
1,3 or the sn-2 position of the glycerol moiety of the corre-
sponding TAG, and some selected resonances are directly
assigned in Fig. 4. However, the vegetable oils contain as well
saturated fatty acids (SAFAs) which are by far more difficult
to assign by 13C NMR. Information about SAFAs can only be
obtained implicitly. For example, the sn-2 position of the
TAGs from sunflower oil is esterified in 58.10% with L and
in 35.59% with O. Therefore, the remaining 6.31% have to be
esterified with SAFAs (P or S). This, in combination with the
MALDI-TOF MS data, enables the detailed determination of
the composition of the different vegetable oils. This is shown
in Fig. 5 for selected oils while a complete survey of all inves-
tigated oils is available in Table 3. Here, the different m/z
values detected in the MALDI-TOF mass spectra of the dif-
ferent vegetable oils are shown and the relative contributions
of different regioisomeric TAG species are plotted against the
corresponding vegetable oil. The meaning of this plot shall be
shortly illustrated for m/z 907.8, which can be unequivocally
attributed to TAG 54:3: it is obvious that triolein (OOO) con-
stitutes more than 90% of this TAG species in the olive oil,
while the content of an isomeric TAGwith one linolenoyl, one
oleoyl, and one stearoyl residue (which would result in the
same m/z ratio) contributes only about 10%. As illustrated in
Fig. 5, the TAG composition varies significantly between the
different vegetable oils. In many cases, a strong preference for
certain regioisomers was observed: for instance, the peak atm/
z 881.9 is made up of primarily OOP, while OPO is virtually
absent in the olive oil. Only some selected (most illustrative)
vegetable oils are shown here as selected examples, although
some more oils were investigated. These data are attached as
electronic supplementary material (Supplementary Table S1).
In a nutshell, a new, NMR-based method was developed,
which allows, in addition to the determination of the relative
fatty acyl composition, the assignment of unsaturated fatty
acyl residues to the positions of the glycerol backbone. This
can be conveniently done, and no previous separation or so-
phisticated methods such as MS/MS or two-dimensional
NMR are required. Since the individual vegetable oils are
available in huge amounts and well soluble, concentrated so-
lutions can be made, which enable the recording of a 13C
NMR spectrum within a few minutes. However, it must be
admitted that this approach is no suitable method of trace
analysis: with the setup used in this study a TAG concentra-
tion of about 5 mM corresponding to 5–6-mg material was
sufficient to record 13C NMR spectra of sufficient quality.
However, with a more sophisticated equipment, namely a
1.7-mm microcryoprobe which is not available in our labora-
tory, already about 50 μg would be sufficient. The weak point
of this method is the identification of saturated residues: using
solely NMR spectroscopy one can only state that there is a
Fig. 4 Expanded spectral regions of the high-resolution 13C NMR
spectra of selected vegetable oils. Please note that beside the overall
(unsaturated) fatty acyl composition, assignments to the position at the
glycerol backbone are also possible. These assignments are given directly
at the respective traces
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Fig. 5 Detailed compositional analysis of selected peaks observed by MALDI-TOF MS. Only four selected vegetable oils are shown, while the
compositions of all investigated oils are summarized in the Supplement (Table S1)
Table 3 Detailed fatty acyl
compositions of the different
vegetable oils
Linoleic acid Linolenic acid Oleic acid SAFA
1,3 2 1,3 2 1,3 2 1,3 2
Positional distribution of esterified fatty acids (%)
Olive 0.00 0.00 49.10 50.90 60.70 39.30 99.16 0.84
Sesame 0.00 0.00 59.50 40.50 63.40 36.60 88.59 11.41
Garlic 44.40 55.60 44.40 55.60 70.80 29.20 61.01 38.99
Sunflower 0.00 0.00 61.50 38.50 66.40 33.60 86.34 13.66
Corn 0.00 0.00 60.20 39.80 64.90 35.10 85.55 14.45
Walnut 72.70 27.30 63.90 36.10 60.40 39.60 92.19 7.81
Linseed 69.40 30.60 58.90 41.10 57.20 42.80 77.29 22.71
Percentage of esterified fatty acid at specific position (%)
Olive 0.00 0.00 5.02 10.41 68.84 89.14 26.14 0.45
Sesame 0.00 0.00 37.32 50.81 36.60 42.26 26.08 6.93
Garlic 6.36 15.92 13.62 34.12 62.11 51.23 17.91 14.65
Sunflower 0.00 0.00 46.40 58.10 35.16 35.59 18.43 6.31
Corn 0.00 0.00 44.47 58.80 30.83 33.35 24.71 7.86
Linseed 52.29 46.11 16.33 22.79 12.94 19.36 18.44 11.73
Walnut 11.40 8.56 58.09 65.64 17.85 23.40 12.66 2.40
These data were obtained from the high-resolution 13 C NMR spectra
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saturated acyl residue in a dedicated position of the TAG.
However, this problem can be overcome if MALDI-TOF
mass spectra are additionally recorded: if two unsaturated acyl
residues are known, the residual saturated residue can be eas-
ily calculated by the difference of the molecular weight. This
is, NMR and MALDI-TOF MS complement each another in
such a way that a detailed compositional analysis of TAG
mixtures is possible. Of course, GC/MS could be also com-
bined with NMR, but this would require previous isolation of
the individual TAG by chromatographic methods (Lísa et al.
2011).
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4 Zusatzkapitel I - Ähnlichkeitsanalyse von 1H-NMR
Spektren
Ein Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Frage wie aus Einfach-
puls 1H-NMR Experimenten umfassende Informationen über die Lipidzusammen-
setzung von komplexen Gemischen gewonnen werden können. Hierzu wurden
verschiedene bekannte Methoden zur Spektralanalyse aus der Literatur angewen-
det und kombiniert, die in diesem Kapitel dargestellt werden sollen. Neu in diesem
Zusammenhang ist die Anwendung auf Lipide. Trotz des mittlerweile großen
Umfangs an hinterlegten Spektren von Biomolekülen in NMR-Datenbanken, ist
die Anzahl an dokumentierten Lipidspektren gering geblieben [83, 84]. Für eine
quantitative Analyse von NMR-Spektren, die über die Integration von aufgelösten
Signalen hinausgeht, werden Referenzspektren von Reinsubstanzen benötigt. Da
diese für Lipide in Datenbanken kaum zu finden sind, müssen diese selbst aufge-
nommen werden, um so eine hauseigene Datenbank zu erstellen. In der vorlie-
genden Arbeit wurde eine solche kleine Datenbank aus Referenzverbindungen
erstellt. Weiterhin wurden unterschiedliche Lipidgemische aus diesen Verbin-
dungen hergestellt, um anhand dieser zu untersuchen, inwieweit sich mittels
Ähnlichkeitsanalyse deren Zusammensetzung ermitteln lässt.
4.1 Aufnahme der 1H-NMR Spektren
Die 1H-NMR Spektren der Referenzsubstanzen Ölsäure, Palmitoleinsäure, Elaid-
insäure, Linolsäure, Linolensäure, Laurinsäure, Myristinsäure, Palmitinsäure, Stea-
rinsäure und Arachidinsäure (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) wurden
mit einem Bruker AVANCE 600 (Bruker, Rheinstetten, Deutschland) Spektrome-
ter aufgenommen. Hierbei wurde ein 5 mm inverser Probenkopf verwendet und
eine Messtemperatur von 298 K eingestellt. Als Messprotokoll wurde ein zgpr
Pulsschema gewählt, um das aus MeOD stammende, restliche Wasser zu unter-
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drücken. Hierzu wurde der π/2-Vorsättigungspuls für 2 s auf das Wassersignal
mit einer Leistung von 0,1 mW gesetzt. Der Anregungspuls betrug 9,15µs. Zur
vollständigen Relaxation wurden die Wartezeit zwischen den Experimenten auf
30 s gesetzt. Die Anzahl der Punkte in der Zeitdomäne betrugt 64 k. Alle Spek-
tren wurden basislinien- und phasenkorrigiert und anschließend als Textdatei
exportiert. Als Lösungsmittel wurde für alle Proben CDCl3/MeOD (2:1) mit 10 mM
Trimethylsilylpropionat (TSP) verwendet und es wurde eine Gesamtkonzentration
an Lipiden von 100 mM pro Probe eingesetzt.
4.2 Ähnlichkeitsanalyse
Die exportierten NMR-Spektren wurden im weiteren mittels der Programmier-
sprache Python ausgewertet. Alle Bereiche, in denen keine Signale lagen, wurden
ausgeschnitten, um die Anzahl der Punkte für die Ähnlichkeitsanalyse zu redu-
zieren. Dadurch entstanden in ihrer Anzahl an Datenpunkte reduzierte Spektren
der Referenzsubstanzen, die jedoch weiterhin alle Signale enthielten. Die Refe-
renzspektren wurden anhand des TSP Signals gegeneinander ausgerichtet. Für
die Normalisierung der Spektren wurde die Methylgruppe bei 0,89 ppm bei al-
len Spektren auf 1 normiert. Da alle Fettsäuren drei Methyl-Protonen besitzen,
kann somit gewährleistet werden, dass dadurch auch die anderen Signale im
korrekten Verhältnis zueinander stehen. Es folgte eine Ähnlichkeitsanalyse zwi-
schen den Referenzproben und ausgewählten Lipidgemischen. Einerseits wurden
MUFA/PUFA-Gemische hergestellt, um zu testen, ob sich überlappende MU-
FAs/PUFAs trennen lassen. Andererseits wurde das gleiche mit rein gesättigten
Lipidgemischen untersucht. Für die Ähnlichkeitsanalyse wurde eine least−square
Optimierung durchgeführt. Jedoch wurde diese so abgeändert, dass nicht die Ab-
standsquadrate zwischen den Spektren minimiert werden, sondern die gewichtete
Kreuzkorrelation (WCC, vgl. Kapitel 1.2.2) maximiert wird. Die maximierte WCC
ergibt sich nach:
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Hierbei stehen f und g für die Spektren der Referenzsubstanzen bzw. das Spek-
trum des zu analysierenden Lipidgemischs. Mit c wird die ungewichtete Kreuz-
korrelation beschrieben. Die Wichtung kommt durch die Wichtungsfunktion w
zustande. Hierfür wurden drei verschiedene Funktionen untersucht und mitein-
ander verglichen. Durch die Wichtungsfunktion werden kleinere Abweichungen
zwischen den Spektren, die bei der NMR unvermeidlich sind, ausgeglichen. Als
Wichtungsfunktionen wurden eine Exponential- 5, Lorentz- 6 [85] und Dreiecks-
funktion 7 gewählt. Aus diesen Funktionen wurden drei Wichtungsmatrizen
gebildet 6, die als Parameter w in die Gleichung einflossen. Um die Verschie-
bung zwischen den NMR-Spektren unterschiedlich stark zu wichten, wurden die
Halbwertsbreiten der Funktionen ausgehend von 0,3 Hz bis auf 10 Hz iterativ
erhöht. Hierbei sollte ermittelt werden, bei welcher tolerierten Abweichung der
chemischen Verschiebung zwischen den einzelnen Spektren die beste Anpassung
gefunden wird. Abweichungen von über 10 Hz wurden nicht berücksichtigt, da
unter gleichen Messbedingungen keine Verschiebungen der Resonanzen in dieser
Größenordnung beobachtet wurden.
wfg = e−α|f−g| (5)
wfg =
1
1 + α(f − g)2 (6)
wfg = max(1− |α|, 0) (7)
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Abbildung 6 Wichtungsfunktionen Darstellung der Wichtungsfunktionen mit
einer Halbwertsbreit von 32 Punkten, entsprechend 3 Hz bei einer spektralen
Breite von 10 ppm und 64 k Punkten in der Zeitdomäne. a: Dreiecksfuktion, b:
Exponentialfunktion, c: Lorentzfunktion)
4.3 Ergebnisse
Die beschriebene Ähnlichkeitsanalyse wurde an zahlreichen Lipidgemischen un-
tersucht und wird hier nur auszugsweise diskutiert. Eine vollständige Übersicht
über die Ergebnisse findet sich in Tabelle 2. Die Ergebnisse werden anhand zweier
ausgewählter Fälle dargestellt. Die Analyse erfolgte unter Verwendung des ge-
samten Spektrums, wobei in Abbildung 7 nur die Methylgruppen gezeigt sind,
um die Ergebnisse in einem geeigneten Maßstab darstellen zu können. Gezeigt
wird die Trennbarkeit von ungesättigten Fettsäuren anhand eines Gemischs aus
O, L und Pl. Die Fettsäuren O und Pl sind nicht über Integration zu trennen, da
deren Signale in allen Bereichen des Spektrums überlappen. Weiterhin wird die
Trennbarkeit von gesättigten Fettsäuren anhand eines Gemischs aus La, P und
A dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Trennung von ungesättigten
Fettsäuren mit hoher Genauigkeit erreicht werden kann. Es wurde ein Gemisch
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aus O, L und Pl in einer Zusammensetzung von 30 : 11 : 59 untersucht. Für eine
tolerierte Abweichung der chemischen Verschiebung von 5 Hz ergab sich die beste
Anpassung mit einer Lorentz-Wichtung und lieferte eine Zusammensetzung von
28,5: 10,5 :60,6. Die sonstigen detektierten Komponenten summierten sich entspre-
chend auf 0,4 %. Bei der Verwendung eine Exponential- oder Dreiecksfunktion
wurden größere Abweichungen zu den eingesetzten Konzentrationen ermittelt.
Bei der Analyse des SAFA Gemisch aus La, P, A im Verhältnis 50 :30: 20 zeigte
ebenfalls die Lorentz-Wichtung das beste Ergebnis. Hier wurde eine Zusammen-
setzung von 48,5 : 28,5 : 22,1 ermittelt. Der Rest von 0,9 verteilte sich auf andere
Komponenten. Hier lieferten die anderen beiden Wichtungsfunktionen ebenfalls
schlechtere Anpassungen an das Ausgangsspektrum. Wie Tabelle 2 zu entnehmen
ist, konnte nur für SAFAs, die sich um 4 oder mehr Methylengruppen unterschei-
den, eine gute Trennung erzielt werden. Spektren von Fettsäuren, die sich nur um
zwei Methylengruppen unterscheiden sind dagegen zu ähnlich um getrennt zu
werden. Zur Umgehung dieses Problems wurde die Fettsäuren La ud M zu kurz
(s), P und S zu lang (l), und A zu sehr langen (vl) Fettsäuren gruppiert. Das heißt,
die Spektren wurden addiert und anschließend halbiert, sodass ein gemitteltes
Spektrum entstand. Wie in Tabelle 2 unter 9*/10* aufgeführt konnte dadurch die
Auflösung für die gesättigten Fettsäuren verbessert werden. Vor der Gruppierung
ergab die WCC falsche Zuordnungen und zeigte starke Abweichungen zu den Ori-
ginalwerten, während nach der Gruppierung eine Einteilung der SAFAs in kurze
und lange SAFAs möglich wurde. Bei allen Analysen wurden die besten Ergebnis-
se mittels Lorentz-Wichtung erzielt, was in Abbildung 8 anhand des Vergleichs
der root mean square distance (rmsd) zwischen den Ausgangskonzentrationen und
der Ergebnissen verdeutlicht wird.
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Abbildung 7 Zerlegung von 1H-NMR Spektren mittels Ähnlichkeitsanalyse links:
Gemisch aus Pl, O und L (30 : 11 : 59) zerlegt in die Teilspektren der einzelnen











Abbildung 8 Fehlerbetrachtung der Wichtungsfunktionen Darstellung der
rootmeansquaredeviation der einzelnen Wichtungsfunktionen für die Analyse
der Lipidgemische aus Tabelle 2
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Tabelle 2 Ergebnisse der Ähnlichkeitsanalyse Angegeben sind die jeweiligen
Fettsäuren und deren Konzentration in mol% in den Lipidgemischen und die
mittels WCC ermittelten Konzentrationen unter Verwendung der jeweiligen Wich-
tungsfunktion. In 9/10 sind SAFA Gemische gezeigt, die sich durch WCC nicht
trennen ließen. In 9∗/10∗ wurden die gleichen Gemische nach der Gruppierung
der gesättigten Fettsäuren in kurz (s) und lang (l) besser auswertbar.
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5 Zusatzkapitel II - Bestimmung der TAG
Zusammensetzung von Fettgeweben mittels
MALDI-DEPT
Die in Publikation III vorgestellte Methode zur Abschätzung der TAG Zusammen-
setzung von Ölen wurde zusätzlich auf Extrakte von tierischen Fettgewebe ange-
wendet. Hierbei sollte untersucht werden, ob es zwischen subcutanem, visceralem
und braunem Fett Unterschiede in der TAG Zusammensetzung gibt. Weiterhin
wurden Fütterungsexperimente mit MC4R Knockout Mäusen durchgeführt, um
den Einfluss von Adipositas auf die TAG-Zusammensetzung zu untersuchen.
5.1 Methodischer Hintergrund
Die untersuchten Fettgewebe stammten von den selben Tieren, die in Publikation
I verwendet wurden. Verglichen wurden subcutanes, viscerales und braunes Fett
von Wildtyp- sowie Knockout-Tieren im Alter von 2,4 und 6 Monaten. Daten
zur Zucht und Fütterung der Tiere sind Publikation I zu entnehmen. Die TAG
wurden wie in Publikation II beschrieben extrahiert und zur Bestimmung der
Fettzusammensetzung 1H-NMR Spektren unter den ebenfalls zuvor beschriebe-
nen Bedingungen aufgenommen. Zur Ermittlung der Zusammensetzung wurde
sowohl die in Publikation II verwendete Auswertung als auch die in Zusatzkapitel
I beschriebene Ähnlichkeitsanalyse eingesetzt. Somit konnten die Konzentrationen
von Öl-, Linol-, Linolen-, Palmitoleinsäure sowie der Gehalt an SAFAs bestimmt
werden. Die Ermittlung der Positionsverteilung der Acylreste erfolgte nach Pu-
blikation III, wobei für Linolensäure aufgrund des geringen Gehalts keine hinrei-
chende Signalintensität erzielt werden konnte, um die sn-Positionen erfolgreich
zu differenzieren.
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5.2 Ergebnisse
Die Untersuchung der Fettgewebe ergab nur geringe Unterschiede zwischen den
einzelnen Proben. Die Zusammensetzung der Gewebe entsprach den Ergebnissen
aus Publikation II. Der MC4R Knockout bewirkte ein Absinken der Konzentration
der Linolsäure, während der Gehalt an Ölsäure stieg. Für die MUFA Palmitole-
insäure konnte kein eindeutiger Trend beobachtet werden. Der Gesaamtgehalt an
SAFAs zeigte sich trotz Knockout unverändert. Im Gegensatz zur Zusammenset-
zung blieb die Acylrestverteilung gleich. SAFAs und Ölsäure wurden vorrangig
an den äußeren Positionen detektiert, während Linolsäure an sn-2 dominierte.
Palmitoleinsäure zeigte sich wie Ölsäure verstärkt an der sn-1,3 Position. Die Acyl-
verteilung wurde durch die Ausbildung einer Adipositas bei den MC4R Knockout
Mäusen nicht signifikant beeinflusst. Der einzige Trend lag in der weiteren Abnah-
me von SAFAs an der sn-2 Position, obgleich diese bereits in den Wildtyp-Tieren
kaum von SAFAs besetzt wird.
Entsprechend gering waren die Unterschiede in der TAG-Zusammensetzung
zwischen den Proben. Allein beim braunen Fettgewebe konnten zwei auffällige
Veränderungen ermittelt werden. Hier wurde das TAG SLP durch OOP verdrängt,
als auch SLL durch OLO. Beide Veränderungen wurden in dieser Form nur bei
braunem Fettgewebe beobachtet. Insgesamt zeigten sich die Fettzusammenset-
zung und die Positionsverteilung als voneinander nahezu unabhängige Parameter.
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Tabelle 3 Fettzusammensetzung und Acylpositionsverteilung in MC4R Knock-
out Mäusen Angegeben sind die Medianwerte (n = 5) der Verteilung der
Fettsäuren auf die sn-Positionen, sowie deren Gesamtgehalt in mol%. Lino-
lensäure konnte mittels 13C-NMR nicht detektiert werden. (sub, subcutan; vis,
visceral; br, braun)

























KO2 nd nd 1,76 0,43 0,57 27,84 0,62 0,38 32,31 0,79 0,21 7,25 0,94 0,06 32,60
KO4 nd nd 1,17 0,44 0,56 27,96 0,63 0,37 34,73 0,72 0,28 8,84 0,97 0,03 28,47
KO6 nd nd 1,38 0,44 0,56 26,28 0,65 0,35 39,69 0,77 0,23 7,59 0,93 0,07 26,44
WT2 nd nd 1,85 0,45 0,55 29,71 0,62 0,38 34,06 0,77 0,23 2,99 0,92 0,08 33,24
WT4 nd nd 1,68 0,45 0,55 32,08 0,62 0,38 33,09 0,81 0,19 5,29 0,97 0,03 29,54
WT6 nd nd 2,03 0,46 0,54 30,03 0,62 0,38 34,16 0,83 0,17 6,83 0,95 0,05 28,98
vis
KO2 nd nd 2,23 0,43 0,57 29,61 0,66 0,34 32,44 0,74 0,26 4,97 0,90 0,10 32,98
KO4 nd nd 1,62 0,45 0,55 29,56 0,65 0,35 31,50 0,72 0,28 10,08 0,92 0,08 28,86
KO6 nd nd 1,80 0,41 0,59 27,45 0,63 0,37 33,69 0,71 0,29 9,54 0,98 0,02 29,32
WT2 nd nd 2,40 0,45 0,55 33,6 0,68 0,32 30,08 0,77 0,23 4,82 0,89 0,11 31,50
WT4 nd nd 2,07 0,46 0,54 33,86 0,68 0,32 32,63 0,82 0,18 5,23 0,91 0,09 28,28
WT6 nd nd 2,44 0,45 0,55 31,23 0,67 0,33 34,83 0,84 0,16 5,59 0,91 0,09 28,35
br
KO2 nd nd 3,01 0,44 0,57 20,33 0,66 0,34 38,66 0,76 0,24 6,20 0,90 0,10 31,80
KO4 nd nd 2,25 0,40 0,59 17,25 0,60 0,40 41,32 0,73 0,27 6,63 0,96 0,04 32,55
KO6 nd nd 2,53 0,41 0,58 15,73 0,64 0,36 46,32 0,68 0,32 7,43 0,95 0,05 27,99
WT2 nd nd 3,12 0,41 0,58 23,81 0,63 0,37 33,90 0,77 0,23 5,44 0,95 0,05 33,73
WT4 nd nd 2,53 0,43 0,57 21,35 0,63 0,37 36,63 0,81 0,20 5,87 0,94 0,06 33,62
WT6 nd nd 2,91 0,41 0,59 23,81 0,63 0,37 35,17 0,82 0,18 5,64 0,96 0,04 32,47
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Abbildung 9 TAG-Verteilung anhand ausgewählter m/z-Werte Geno- bzw. Ge-
webstyp zeigten nur eine geringen Einfluss auf die TAG-Zusammensetzung.
Keine Veränderung trat beim m/z-Wert 879,8 auf, dagegen wurde eine Verschie-
bung zu bestimmten ölsäurehaltigen TAG bei m/z 881,8 bzw. 905,8 beobachtet.
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Tabelle 4 TAG-Zusammensetzung von Fettgewebe Angegeben sind die prozentua-
len Anteile der TAG am jeweiligen MS-Peak. Aufgeführt wurden nur m/z-Werte
für die mehr als ein TAG zugeordnet werden konnten. TAG, die Linolensäurereste
enthalten konnten wegen des geringen Ln-Gehalts nicht bestimmt werden. Sa
steht allgemein für gesättigte Fettsäure, d.h. Palmitin- bzw. Stearinsäure. Die
Werte sind aus den Medianspektren ermittelt (n = 5).
Subcutan Visceral Braun
TAG m/z KO6 WT2 KO6 WT2 KO6 WT2
PlLPl 849,70 73,35 80,21 75,70 80,14 74,85 82,42
LPlPl 849,70 26,65 19,79 24,30 19,86 25,15 17,58
SaLSa 853,70 94,51 93,15 98,81 90,80 96,06 96,71
LSaSa 853,70 5,49 6,85 1,19 9,20 3,94 3,29
SaOSa 855,70 87,83 87,81 97,31 80,53 90,89 93,12
OSaSa 855,70 12,17 12,19 2,69 19,47 9,11 6,88
PlLL 875,80 73,35 80,21 75,70 80,14 74,85 82,42
LPlL 875,80 26,65 19,79 24,30 19,86 25,15 17,58
SaLL 877,80 94,51 93,15 98,81 90,80 96,06 96,71
LSaL 877,80 5,49 6,85 1,19 9,20 3,94 3,29
SaOL 879,80 28,23 33,03 29,82 27,54 28,03 30,71
OSaL 879,80 3,91 4,58 0,82 6,66 2,81 2,27
OLSa 879,80 67,38 62,37 68,41 65,70 68,46 66,83
PlPlPl 879,80 0,48 0,02 0,94 0,10 0,70 0,19
SaLSa 881,80 82,01 86,00 88,39 88,96 75,18 89,13
LSaSa 881,80 0,85 1,42 0,22 1,86 0,62 0,74
OOSa 881,80 15,05 11,05 11,08 7,40 22,00 9,43
OSaO 881,80 2,09 1,53 0,31 1,79 2,20 0,70
SaOSa 883,80 87,83 87,81 97,31 80,53 90,89 93,12
OSaSa 883,80 12,17 12,19 2,69 19,47 9,11 6,88
OLL 903,80 70,48 65,38 69,64 70,46 70,95 68,51
LOL 903,80 29,52 34,62 30,36 29,54 29,05 31,49
OOL 905,80 22,62 21,00 20,02 16,36 24,06 17,99
OLO 905,80 54,00 39,65 45,92 39,04 58,77 39,14
SLL 905,80 22,10 36,66 33,66 40,49 16,49 41,46
LSL 905,80 1,03 2,19 0,32 4,01 0,37 1,00
OSL 907,8 2,32 3,38 0,59 5,27 1,41 1,76
SOL 907,8 16,75 24,34 21,34 21,78 14,07 23,84
SLO 907,8 39,99 45,96 48,96 51,96 34,37 51,88
OOO 907,8 40,94 26,33 29,11 21,00 50,15 22,51
SLS 909,8 82,01 86,00 88,39 88,96 75,18 89,13
LSS 909,8 0,85 1,42 0,22 1,86 0,62 0,74
OOS 909,8 15,05 11,05 11,08 7,40 22,00 9,43
OSO 909,8 2,09 1,53 0,31 1,79 2,20 0,70
SOS 911,8 87,83 87,81 97,31 80,53 90,89 93,12




Lipide sind als Biomoleküle bei vielen Stoffwechselwegen sowie zahlreichen
Krankheiten von zentraler Bedeutung. Außerhalb von Organismen kommen sie
als Bestandteil vieler Nahrungsmittel vor und sind somit auch im Bereich der Qua-
litätskontrolle von Lebensmitteln von Relevanz. Daher besteht ein Interesse Proto-
kolle und Methoden zu entwickeln, die für die Lipidanalyse im jeweiligen Kontext
geeignet sind. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene NMR-Methoden
auf ihre Anwendbarkeit im Bereich der Lipidanalytik untersucht. Hierbei wurden
sowohl bekannte Aspekte aus der Literatur aufgegriffen und modifiziert, als auch
neue Methoden vorgeschlagen, um einzelne Fragestellungen besser beantworten
zu könnnen.
In der Publikation I wurde die Lipidzusammensetzung von Lebergewebe mittels
HRMAS-NMR untersucht. Dieses Verfahren setzt zwar auf dMAS zur Reduktion
der Linienbreiten, verzichtet jedoch auf die typischerweise in der ss-NMR einge-
setzten starken Entkopplungsfelder. Im Mittelpunkt stand hierbei die Frage, ob
mittels NMR Veränderungen der Gewebszusammensetzung zuverlässig analysiert
werden können. HRMAS-NMR wurde bereits in ähnlichen Untersuchungen ver-
wendet und als geeignete Methode bestätigt. Jedoch wurde diese Ergebnisse bisher
nicht mit anderen Methoden abgeglichen, die die mittels NMR nachgewiesenen
Veränderungen untermauern bzw. kausal begründen können. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Zunahme des TAG in der Leber infolge von Adipositas mit einer
Verschiebung der Zusammensetzung zu MUFAs einhergeht. Diese Veränderung
des Leberfetts hatte eine relative Abnahme von PUFAs und SAFAs zur Folge.
Insbesondere die fehlende Zunahme von SAFAs war ein bis dato in der Literatur
nicht beschriebener Effekt. Hier zeigte sich die Zuverlässigkeit der NMR, da diese
Beobachtung durch Ergebnisse einer RNA-Sequenzierung bestätigt werden konn-
ten. Hier wurde eine starke Hochregulierung der Stearoyl-CoA desaturase-1 (Scd1)
festgestellt, was das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der MUFA Synthese
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darstellt. Somit wurde die biologische Relevanz der NMR-Ergebnisse bestätigt.
Jedoch verhinderte die mangelnde spektrale Auflösung der HRMAS-Spektren
eine weitergehende Analyse, sodass der Fokus im folgenden auf Lösungs-NMR
gelegt wurde.
In Publikation II wurde untersucht, inwiefern Lösungs-NMR für die Analyse
von Fettgewebsextrakten geeignet ist. Hierzu wurde überprüft, ob Unterschiede
zwischen Geweben trotz Extraktion (und damit einhergehender Lipidverluste)
quantifiziert werden können und wie zuverlässig die NMR Ergebnisse im Ver-
gleich zur Standardmethode GC sind. Im Gegensatz zur HRMAS-NMR Spek-
troskopie erlaubte die Lösungs-NMR die Unterscheidung der PUFA-Fraktion in
Linol- und Linolensäure. Eine weitere Differenzierung der Lipide war jedoch nicht
möglich, da trotz höherer Auflösung die Dispersion in den 1H-NMR Spektren
zu gering bleibt. Die Auswertung ergab signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Fettgeweben. Für braunes Fett wurde eine deutlich andere Zusam-
mensetzung als für viscerales und subcutanes Fett ermittelt. Insbesondere der
geringere Gehalt an Linolsäure bei normal gefütterten Mäusen konnte über meh-
rere Proben reproduzierbar ermittelt werden. Die geringere Konzentration von
Linolsäure in braunem Fettgewebe wurde bis jetzt noch nicht in der Literatur
beschrieben und wirft interessante Fragestellungen hinsichtlich der Ursache für
diese Ergebnisse auf. Da braunes Fett für die Thermogenese essentiell ist, liegt
die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um eine Anpassung des Lipidpools
an die Funktion des Gewebes handelt. Die Fettsäuren des braunen Fettgewebes
sind essentiell für die Aufhebung der durch Purine induzierten Hemmung des
Thermogenins. Hier wäre eine Untersuchung interessant wie effizient verschiede-
ne Fettsäuren diese Funktion ausüben und ob sich daraus Rückschlüsse auf die
veränderte Zusammensetzung ziehen lassen [86].
Weiterhin wurde festgestellt, dass die in der Arbeit verwendete high fat high
sugar (HFHS) Diät zu einem sehr starken Anstieg von SAFAs auf über 50 % führte.
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Durch die HFHS Diät wurden alle Unterschiede zwischen den Fettgeweben auf-
gehoben und es ergab sich eine uniforme Lipidzusammensetzung. Insbesondere
für das braune Fett war dieser Effekt überraschend, da dieses kein typisches Spei-
cherfett darstellt. Hier könnte der Frage nachgegangen werden, inwieweit das
braune Fettgewebe funktionell durch diese Veränderung beeinflusst wird. Für
die Lipidanalyse von Relevanz war die eindeutige Übereinstimmung der NMR-
Ergebnisse mit denen aus der GC-Untersuchung. Darüberhinaus zeigte die NMR-
Auswetrtung eine 2-3 fach geringere Standardabweichung, was besonders bei
kleineren Messwerten einen großen Vorteil darstellt. Starke Abweichungen wur-
den bei hohen SAFA Konzentrationen ermittelt, die darauf schließen lassen, dass
die GC hier nicht mehr im linearen Bereich arbeitet. Da dieser Effekt gerade bei
SAFAs beobachtet wurde, kann hier auch eine unvollständige Überführung in die
Gasphase vermutet werden, da gesättigte Fettsäuren eine geringere Flüchtigkeit
als ungesättigte aufweisen. Hier zeigte sich die NMR sogar zuverlässiger als die
Standardmethode.
In Publikation II konnte gezeigt werden, dass 1H-NMR bei geeigneten Pro-
ben zuverlässige und über einen weiten Konzentrationsbereich präzise Ergeb-
nisse liefert. Umfassendere Aussagen zur Lipidzusammensetzung ließen sich
aufgrund der Signalüberlappungen jedoch nicht treffen. Selbst erst kürzlich vorge-
schlagene Protokolle zur automatisierten Auswertung von NMR-Spektren von
Lipiden basieren nach wie vor auf der Integration separierter Resonanzen. So-
mit bleibt diese Form der Auswertung abhängig von der erreichbaren Signal-
dispersion. Eine Möglichkeit die Dispersion weiter zu erhöhen, besteht darin
mittels J-kopplungsaufgelösten Spektren (JRES) die Spin-Kopplung und die che-
mische Verschiebung in zwei Dimensionen voneinander zu trennen [87]. Hier-
bei geht jedoch die Quantifizierbarkeit der Signale verloren. Statt zu versuchen
die Singaldispersion zu vergrößern, wurde die im Zusatzkapitel beschriebene
Ähnlichkeitsanalyse verwendet. Die einzelnen Aspekte der vorgestellten Metho-
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de wie Linearkombination von Referenzspektren, WCC und Glättungsmatrizen,
waren hierbei der Literatur entnommen [80, 82, 85]. Jedoch wurde bisher keine
Kombination dieser Ansätze durchgeführt, um eine optimale Zerlegung eines
NMR-Spektrums in seine Einzelspektren zu erhalten. Ähnliche Ansätze finden
sich vor allem bei hydrophilen Molekülen wie z.B. Aminosäuren, deren Refe-
renzspektren in Datenbanken vollständig hinterlegt sind. Meist wird bei kleinen
Molekülen, deren Spektren nicht verfügbar sind, das gesamte Spinsystem berech-
net und ein artifiziell generiertes Spektrum für den Fitting-Prozess genutzt. Hierzu
stehen mehrere Softwarelösungen zur Verfügung [88, 89]. Beides ist für Lipide
nicht möglich. Bereits für die Fettsäuren Palmitolein- oder Elaidinsäure finden
sich keine hochaufgelösten Spektren als Referenz. Die Simulation des Spinsystems
einer Fettsäure ist sehr aufwendig und wurde nur bis Hexansäure durchgeführt
[14]. Für Palmitoleinsäure dauerten Versuche einer Simulation des Spinssystems
mehrere Tage und konnten dennoch nicht alle Kopplungen im Molekül bestimmen
[14]. Daher wurde der im Zusatzkapitel beschriebene Ansatz eine Referenzbiblio-
thek gewählt, wobei die Aufnahme eines einzelnen Spektrums nur wenige Minu-
ten dauerte. Für MUFAs bzw. Fettsäuren mit mehreren funktionellen Gruppen
sind die NMR-Spektren hinreichend unterschiedlich, sodass eine Trennung über
Ähnlichkeitsanalyse möglich war. Die Anteile der Fettsäuren Palmitoleinsäure
und Elaidinsäure, die nicht mittels Integration ermittelt werden können, ließen
sich mit hoher Genauigkeit aus verschiedenen Gemischen ermitteln. Die bereits
zuvor quantifizierbaren Fettsäuren Linol- und Linolensäure können hierbei ge-
nauso exakt bestimmt werden wie mittels Integration, sodass hier kein Nachteil
besteht. Der eindeutige Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Gesamt-
heit aller Linienformen der funktionellen Gruppen einer Verbindung gleichzeitig
berücksichtigt werden. Dadurch ist es nicht notwendig die Signale aufgrund ih-
rer chemischen Verschiebung voneinander zu trennen, sondern nur die gesamte
Linienform des Spektrums zu optimieren. Bei gesättigten Fettsäuren zeigten sich
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jeoch die Grenzen der Methode. Um SAFAs unterscheiden zu können, mussten
diese mindestens 4 Methylengruppen in ihrer Länge differieren. Dies gilt ab La,
denn kürzere Fettsäuren zeigen noch stark unterschiedliche Spektren und lassen
sich einfach spektroskopisch differenzieren (Daten nicht gezeigt). Werden die
Fettsäuren in die Kategorien kurz (C12-14), (C16-18) lang und sehr lang (> C20)
eingeteilt, konnten die SAFA Spektren zerlegt werden. Für die meisten Anwen-
dungen wäre dieser Ansatz bereits ausreichend, da SAFAs in biologischen Proben
hauptsächlich Palmitin- und Stearinsäure umfassen. Starke Verschiebungen wie
z.B. die in Publikation II aufgeführte Akkumulation von Myristinsäure könnten
damit bereits nachgewiesen werden.
Die besten Ergebnisse bei der WCC wurden mit der Lorentz-Wichtung und einer
Toleranz der chemischen Verschiebung von 3 Hz erzielt. Als mögliche Begründung
für die schlechtere Anpassung bei Dreiecks- bzw. Exponentialfunktion kann deren
Verlauf angeführt werden (siehe Abb. 6). Die Exponentialfunktion fällt schneller ab
als die Lorentz-Funktion. Dies führt dazu, dass bereits kleine Abweichungen der
chemischen Verschiebung zu einer starken Dämpfung der Anpassungsfunktion
führen. Zudem werden durch den asymptotischen Verlauf auch weit entfernte
Nachbarpunkte noch mit gewichtet. Beides zusammen scheint zu größeren Feh-
lern zu führen. Bei der Dreiecksfunktion ist der Abfall linear und somit vor allem
um den Ausgangspunkt langsamer als bei den anderen Funktionen. Dadurch wer-
den auch große Differenzen der chemischen Verschiebung nur wenig gedämpft.
Vorteilhaft ist, dass die Funktion ab dem Toleranzgrenzwert auf Null abfällt. Die
Lorentz-Funktion scheint die Vorteile beider Funktionen zu kombinieren, sodass
sie auch große Verschiebungen mit starker Dämpfung noch berücksichtigt, je-
doch kleine Abweichungen kaum dämpft. Dennoch bleibt die Einbeziehung der
Varianz in der chemischen Verschiebung von Signalen ein kritischer Punkt, da
sie eine Folge der chemischen Aktivität der Probe ist und daher von zahlreichen
Parametern beeinflusst wird [90, 91]. Bereits kleinste Abweichungen in der Wahl
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des Lösungsmittels oder geringe Verunreinigungen führen zu spürbaren Verschie-
bungen der Resonanzen. So schwankt die chemische Verschiebung von Wasser
zwischen 0,4 ppm - 4,9 ppm und bei Chloroform zwischen 6,1 ppm - 8,0 ppm, je
nach Zusammensetzung der sonstigen Lösungsmittelbestandteile [92]. Daher soll-
te stets der einmalige Aufwand betrieben werden, eine hauseigene Bibliothek an
Referenzspektren anzulegen, die unter gleichen Bedingungen aufgenommen wur-
den. Der Einsatz von Spektren aus Datenbanken kann aufgrund der Anfälligkeit
der chemischen Verschiebung gegenüber den Messbedingungen nicht empfohlen
werden. Hier wird auch ein Vorteil des beschriebenen Ansatzes gegenüber auf-
wendiger, proprietärer Software gesehen, die diese Effekte nicht automatisierbar
erfassen kann. In der Regel müssen solche Einflussfaktoren nach wie vor per Hand
korrigiert werden und alle bekannten Datenbankdienstleister benötigten intensiv
prozessierte Spektren zur Auswertung [84, 93–95].
Die bisher diskutierten Aspekte beschäftigten sich mit der Frage der Trenn-
barkeit von Fettsäuren bzw. TAGs bei den 1H-NMR Spektren. In Publikation III
wurde die Methodik auf 13C-NMR erweitert. Hierbei wurden nicht mehr ein-
zelne Fettsäuren oder der Gesamtgehalt bestimmter Verbindungen betrachtet,
sondern die Unterscheidbarkeit von Isomeren. Da TAG drei Acylreste tragen, ist
die Information über den Gesamtgehalt einzelner Acylreste nicht ausreichend,
um Aussagen über die tatsächlich vorliegenden TAG Spezies abzuleiten. Mittels
13C-NMR ließen sich die primären und sekundären Acylpositionen unterscheiden,
wie bei einigen TAG bereits zuvor gezeigt werden konnte [78, 96]. Publikation III
erweiterte diesen Ansatz, indem gezielt Gemische synthetischer TAG verwendet
wurden, um eine Methode zur Bestimmung der detaillierten Zusammensetzung
zu etablieren.
Bisherige Arbeiteten haben die unterschiedliche chemische Verschiebung zwi-
schen den Acylpositionen zwar beschrieben[97], jedoch keine Ansätze geliefert
um aus dieser Information die gesamte TAG Verteilung zu ermitteln. In der vorlie-
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genden Arbeit wurde zur Bestimmung dieser Verteilung zusätzlich zur 13C-NMR
noch die MALDI-TOF MS eingesetzt, die die Bestimmung der Gesamtkettenlänge
und Doppelbindungszahl möglich macht. Mit Hilfe der Kombination beider Me-
thoden konnte ein Ansatz entwickelt werden, mit welchem sich die TAG Ver-
teilung abschätzen lässt. Die Methode konnte zunächst erfolgreich an einfachen
Gemischen synthetischer TAG mit bekannter Zusammensetzung getestet wer-
den und wurde anschließend auf Speiseöle angewandt. Hierbei wurden mit der
Literatur gut übereinstimmende Ergebnisse erzielt. So wurde z.B. für Olivenöl
erwartungsgemäß OOO als dominierende TAG Spezies ermittelt, während die-
se in den meisten anderen Ölen nur in geringer Menge vorkommt. Weiterhin
wurde deutlich, dass die einzelnen MS-Peaks mit gleichen m/z-Werten je nach
untersuchtem Öl sehr verschiedene TAG Spezies repräsentieren. Hier zeigte sich,
dass Annahmen über die Zusammensetzung eines MS-Peaks zu falschen Zuord-
nungen führen können, wenn weitere Informationen über die jeweilige Probe
fehlen. Die Zusammensetzung könnte über Fragmentierung bestimmt werden,
wobei jedoch die Positionsinformation verloren ginge. Als Beispiel seien die Peaks
903,8 und 905,9 genannt. Bei 903,8 lagen OLL und LOL bei fast allen Ölen in
nahezu in gleichen Anteilen vor, woran sich zeigt, dass die Faustregel L würde
die sn-2-Postion dominieren, nicht zutrifft. Dagegen wurde bei 905,8 für die TAG
OOL und OLO eine Dominanz des TAG OLO gefunden, sodass die Annahme
einer Bevorzugung von L an der sn-2-Postion in diesem Fall korrekt gewesen wäre.
Insgesamt bestätigten die Ergebnisse, dass durch Kombination von NMR und MS
eine wesentlich detailliertere Aussage über die TAG Verteilung einer Probe erzielt
werden kann. Hier ergeben sich z.B. interessante Ansatzpunkte im Bereich der
Nahrungsmittelanalytik, da bei ausreichender Probenmenge die NMR auch als
Hochdurchsatzverfahren eingesetzt werden kann.
Abschließend wurde die an Ölen getestete Methode auf Fettgewebsextrakte von
Mäusen angewendet. Zur genauen TAG-Zusammensetzung in Fettgeweben fin-
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den sich in der Literatur keine Daten. Bekannt sind die bevorzugten sn-Positionen
von verschiedenen Fettsäuren und die typische Zusammensetzungen. Dagegen
wurde bisher nicht untersucht inwieweit Veränderungen des Fettgewebes die TAG-
Zusammensetzung beeinflussen. Für die untersuchten Fettgewebe ergab sich, dass
trotz unterschiedlicher Zusammensezung, die Acylverteilung fast identisch ist in
Wildtyp-Tieren. Unabhängig von Gewebetyp wurde Linolsäure überwiegend an
der sn-2- Position detektiert, während MUFAs und SAFAs an sn-1,3 dominieren.
Die Ausbildung einer Adipositas hatte hierauf nur geringen Einfluss. Als einzige
Verschiebung wurde die Erhöhung der TAG OLO und OOS anstelle von SaLSa
und SLL festgestellt. Dies scheint eine Folge der Erhöhung des Ölsäuregehalts
zu sein, der zu einem Anstieg von ölsäurehaltigen TAGs führen muss. Im Ge-
gensatz zu OSO oder OOL behalten OLO und OOS hierbei die bevorzugen sn-
Positionen für Linolsäure und SAFAs bei, was einen Anstieg genau dieser beiden
TAGs begünstigen könnte. Somit zeigt sich, dass auch bei Veränderungen der
Lipidzusammensetzung, der TAG-Pool nur begrenzt umbaufähig ist. Hier ließe
sich thematisch anknüpfen, da die Position der Acylreste einen Einfluss auf den
Schmelzpunkt und die Packungsdichte von TAG hat [98]. Die Korrelation zwi-
schen dem Vorkommen bestimmter TAG in biologischen Systemen und deren




7 Anhang - Quellcode
’ ’ ’
Quellcode der in Python 2 . 7 . 1 1 e r s t e l l t e n Funktionen
fuer die Auswertung der NMR−Lipidspektren




Dreieckswichtungsfunktion mit Halbwertbrei te ’ l ’
’ ’ ’
def t r iang weight ( length , l ) :
w = zeros ( length )
f o r i in range(− length /2 , length / 2 , 1 ) :
i f abs ( i ) >= l :
w[ i +length /2] = 0
e l s e :
w[ i +length /2] = 1−abs ( i )/ f l o a t ( l )
re turn w
’ ’ ’
gewichtete K o r r e l a t i o n s f u n k t i o n (WCC) mit Wichtungsfunktion w
’ ’ ’
def f i t t i n g ( coef , r e f s p e c , bib , w) :
w = tr iang weight ( bib . shape [ 1 ] ,w)
coef = coef . reshape ( len ( coef ) , 1 )
f i t = coef * bib
f i t = sum( f i t , a x i s = 0)
re turn (1−(sum(w* c o r r e l a t e ( f i t , r e f s p e c , ”same ” ) )
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/ s q r t (sum(w* c o r r e l a t e ( f i t , f i t , ”same ” ) )
*sum(w* c o r r e l a t e ( r e f s p e c , r e f s p e c , ”same ” ) ) ) ) )
’ ’ ’
I t e r a t i v e r Davids−F i t zur Bestimmung der optimalen
Halbwertsbre i te fuer Dreiecks − , Lorentz− und Exponential−Wichtung
s p e c t r a b i b : Array der zu analysierenden NMR−Spektren
r e f b i b : Array der Referenzspektren
i t e r a t i o n e n : Anzahl der I t e r a t i o n s s c h r i t t e fuer das Testen der
verschiedenen Halbwertsbrei ten
’ ’ ’
def DavidsFit ( r e f b i b , s p e c t r a b i b , points , i t e r a t i o n e n ) :
from scipy import optimize
from scipy import s i g n a l
from scipy import l i n a l g
w matrix = zeros ( points * * 2 ) . reshape ( points , points )
f o r i in range ( 0 , w matrix . shape [ 0 ] , 1 ) :
f o r j in range ( 0 , w matrix . shape [ 1 ] , 1 ) :
w matrix [ i , j ] = abs ( i− j )
bounds = zip ( repeat ( 0 . 0 , r e f b i b . shape [ 0 ] ) ,
repeat ( 1 . 0 , r e f b i b . shape [ 0 ] ) )




while ( counter ) :
weight ing funct ion =
raw input (” Wichtungsfunktion ?
( ’ e ’ = exponent ia l / ’ l ’ = l o r e n t z i a n ) ” )
i f weight ing funct ion not in (” e ” , ” l ” ) :
r a i s e ValueError
(” Wichtungsfunktion muss ’ e ’ oder ’ l ’ se in ” )
e l s e :
counter = Fa l se
r e f = hstack ( ( zeros ( r e f b i b . shape ) ,
zeros ( r e f b i b . shape ) ) )
s p e c t r a = hstack ( ( zeros ( s p e c t r a b i b . shape ) ,
zeros ( s p e c t r a b i b . shape ) ) )
r e f b i b = f f t . f f t ( r e f b i b )
s p e c t r a b i b = f f t . f f t ( s p e c t r a b i b )
r e f [ : , 0 : : 2 ] = r e f b i b . r e a l
r e f [ : , 1 : : 2 ] = r e f b i b . imag
s p e c t r a [ : , 0 : : 2 ] = s p e c t r a b i b . r e a l
s p e c t r a [ : , 1 : : 2 ] = s p e c t r a b i b . imag
i f weight ing funct ion == ”e ” :
’ ’ ’ Exponential Davids−F i t ’ ’ ’
p r i n t (” ’ Exponential Davids−Fi t ’ ” )
convergence = zeros ( ( i t e r a t i o n e n ,
len ( coef ) , s p e c t r a . shape [ 0 ] ) )
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s t a r t = 1 . 0 / 2 . 0 * * i t e r a t i o n e n
f o r j in range ( 0 , s p e c t r a . shape [ 0 ] , 1 ) :
f o r i in range ( 0 , i t e r a t i o n e n , 1 ) :
y = e **(− s t a r t * 2 * * i * w matrix )
erg = optimize . minimize
( f i t t i n g , coef ,
bounds = bounds ,
method = ”L−BFGS−B” ,
args=
( s p e c t r a [ j : j + 1 , 0 : points ] . rea l ,
r e f [ : , 0 : points ] . rea l , y ) )
convergence [ i , : , j ] = erg . x
coef = erg . x
p r i n t ( erg . x , erg . fun /( s t a r t * 2 * * i ) )
re turn convergence
e l s e :
’ ’ ’ Lorentzian Davids−F i t ’ ’ ’
p r i n t (” ’ Lorentzian Davids−Fi t ’ ” )
convergence = zeros ( ( i t e r a t i o n e n , len ( coef ) ,
s p e c t r a . shape [ 0 ] ) )
s t a r t = 1 . 0 / 2 . 0 * * i t e r a t i o n e n
f o r j in range ( 0 , s p e c t r a . shape [ 0 ] , 1 ) :
f o r i in range ( 0 , i t e r a t i o n e n , 1 ) :
y = (1 + s t a r t * 2 * * i * ( w matrix * * 2 ) ) * * −1
erg = optimize . minimize (
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f i t t i n g , coef ,
bounds = bounds ,
method = ”L−BFGS−B” ,
args=
( s p e c t r a [ j : j + 1 , 0 : points ] . rea l ,
r e f [ : , 0 : points ] . rea l , y ) )
convergence [ i , : , j ] = erg . x
coef = erg . x
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Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 1052
”Mechanismen der Adipositas “angefertigt. Zentrales Merkmal der Adipositas ist
die übermäßige Einlagerung von Lipiden. Daher stellt sich häufig die Frage nach
Veränderungen auf der Ebene der Lipidzusammensetzung, wenn die Adipositas
untersucht wird.
Lipide stellen eine der wichtigsten Stoffklassen innerhalb biologischer Systeme
dar. Nach der allgemeinen Definition sind Lipide Moleküle mit hydrophobem
Charakter, die aus carbanionischen Thioestern bzw. carbokationischen Isoprenein-
heiten synthetisiert werden. Innerhalb der Lipide werden verschiedene Klassen un-
terschieden, die sich in ihren Funktionen stark unterscheiden. Als Energiespeicher
dienen hauptsächlich Acylglycerole, die aus mit Glycerol versterten Fettsäuren
bestehen. Bei einer vollständigen Veresterung ergeben sich entsprechend Triacylgl-
cerole. Glycerol besitzt eine sekundäre sowie zwei primäre Alkoholgruppen, die
als sn2- bzw. sn1,3-Positionen bezeichnet werden. Daher werden TAG nach der
Art der Acylreste, sowie deren Position charakterisiert. Da es sich bei TAG um
die Hauptlipidklasse von Fettgewebe und bei Geweben mit krankheitsbedingter
Lipideinlagerung um die mengenmäßig häufigsten Verbindungen handelt, ist
deren zuverlässige Analyse von großen Interesse. Die beiden zentralen Frage-
stellungen lagen hierbei in der Ermittlung der Zusammensetzung der Acylreste
und deren Positionsverteilung innerhalb der TAG Moleküle. Zur Beantwortung
beider Fragen wurde primär die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR), sowie
ergänzend Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization time of flight (MALDI-TOF)
Massenspektrometrie verwendet. Ziel war es mit möglichst geringem experimen-
tellen Aufwand, detaillierte Aussagen über die gesamte TAG-Zusammensetzung
einer Lipidprobe treffen zu können.
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Im ersten Schritt wurden hierzu die 1H-NMR Spektren von Fettgewebsextrakten
von Mäusen aufgenommen. Zunächst wurden subkutanes, viscerales und braunes
Fett hinsichtlich ihrer Fettsäurezusammensetzung verglichen. Weiterhin wurden
mittels einer speziellen Diät adipöse Tiere gezüchtet, deren Gewebe ebenfalls
analysiert wurde. Hierbei wurde sich zunächst auf die Auswertung klar sepa-
rierter Resonanzen (mittels Integration der NMR Spektren beschränkt) und die
ermittelten Anteile der einzelnen Fettsäuren mit der Standardmethode Gaschro-
matograpie (GC) verglichen. GC gilt als sehr genaue Methode, die jedoch eine
hohen Aufwand bei der Probenvorbereitung bedingt, da sowohl die Hydrolyse
der TAG als auch eine Derivatisierung der Acylreste notwendig sind. Bei der NMR
entfällt dagegen ein Großteil der Vorbereitung, jedoch wurde deren quantitative
Genauigkeit bisher kaum mit Standardmethoden der Fettsäureanalytik verglichen.
Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede zwischen den Geweben, die jedoch
infolge der Fütterung vollständig verschwanden. Es ergab sich zudem, dass die
NMR-Ergebnisse statistisch wesentlich geringere Streuungen aufwiesen, was für
eine höhere Genauigkeit der Daten spricht. Lediglich bei einer hohen Konzentrati-
on gesättigter Fettsäuren traten Abweichungen zur GC auf, was darauf hinwies,
dass die GC nur über einen begrenzten Konzentrationsbereich linear ist.
Die bisherige Verwendung eindeutig voneinander getrennter Resonanzen zur
Auswertung, schränkte die Aussagefähigkeit der NMR-Spektren ein. Daher wurde
eine Methode entwickelt, die nicht auf der Integration von Resonanzen basiert
und somit auch überlappende spektrale Bereiche verwenden kann. Hierfür wurde
ein auf Linearkombination basierender Ansatz gewählt, der durch verschiedene
Aspekte aus dem Bereich der Ähnlichkeitsanalyse erweitert wurde. Zunächst
wurde eine hauseigene Referenzdatenbank von Fettsäuren angelegt, mittels de-
ren Hilfe Spektren von Lipidgemischen analysiert wurden. Insbesondere auf die
Problematik der nicht stabilen chemischen Verschiebung von Resonanzen wurde
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eingegangen. Die chemische Verschiebung ist kein exakter, unveränderlicher Para-
meter, sondern hängt von vielen Einflussaktoren ab. Insbesondere die Wahl des
Lösungsmittels kann zu Abweichungen in der Größenordnung von mehr als einem
ppm führen. Jedoch kommt es auch bei Verwendung des gleichen Lösungsmittels
allein durch die unterschiedlichen Konzentrationen zwischen den Proben zur
Verschiebungen von einigen Hertz, was einen Vergleich zu Referenzspektren er-
schwert. Zur Lösung des Problems wurden verschiedene Wichtungsfunktionen
eingeführt, deren Güte verglichen wurde. Als Ergebnis konnte eine, im Vergleich
zur Integration der Resonanzen, detailliertere Aussagen über die Lipidzusam-
mensetzung erzielt werden. Ungesättigte Verbindungen unterscheiden sich trotz
überlappender Signale so deutlich in ihren Spektren voneinander, dass eine zu-
verlässige Trennung erreicht werden konnte. Bei gesättigten Fettsäuren konnte
zumindest eine Klassifizierung in kurze (< 14 C-Atome ) und lange (> 14 C-Atome
) Acylreste erzielt werden, die für die meisten Anwendung bereits ausreichend
ist. Die Methode ist dahingehend von Vorteil, als dass sie einfach implementiert
werden kann und nicht auf die Dienste von Internetdatenbanken angewiesen ist.
Diese erlauben nach wie vor keine automatisierte Auswertung und weisen in
Bezug auf hinterlegte Lipidspektren große Lücken auf. Ein weiteres Problem von
Datenbanken könnte die Messung bei verschiedenen Feldstärken darstellen.
Die bisher beschriebene Bestimmung der Zusammensetzung der Acylreste lässt
keinen Rückschluss darauf zu, welche TAG-Spezies in einer Probe vorkommen.
Hierzu muss die Position der einzelnen Reste innerhalb des Moleküls bekannt
sein. Diese Information ist nicht zugänglich für die meisten Methoden. Bei chro-
matographischen Methoden werden die Acylreste in der Regel hydrolysiert und
anschließend derivatisiert, wodurch die Postionsinformation vollständig verloren
geht. Massenpektrometrie kann zwar vollständige TAG detektieren, jedoch in aller
Regel keine Isomere trennen. Auch die Anwendung von Tandem-MS liefert nur
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die Information zu einzelnen Fettsäureresten, nicht jedoch zu deren Position. Für
die Bestimmung der einzelnen TAG-Spezies wurde deshalb eine Kombination
aus hochauflösender 13C-NMR und MALDI-TOF MS etabliert. Mittels 13C-NMR
kann zwischen den sn-Positionen innerhalb eines TAG differenziert werden, da
diese sich als primäre und sekundäre Alkohole voneinander unterscheiden. Dies
sorgt für einen geringen Unterschied der chemischen Verschiebung, selbst wenn
die Acylreste an der inneren- und den äußeren sn-Acylpositionen identisch sind.
Jedoch war die Information aus den 13C-NMR Spektren nicht ausreichend, da
verschiedene TAG Kombinationen die Signalverteilung erklären konnten. Daher
wurde zusätzlich MALDI-TOF MS verwendet, um eine eindeutige Zuordnung
zu erhalten. Mittels MS konnte das Verhältnis der einzelnen Kettenlängen und
die Anzahl an Doppelbindungen bestimmt werden, sodass nun die vollständige
TAG-Verteilung zu ermitteln war. Die Methode wurde an Gemischen synthetischer
TAG verifiziert.
Nach der Etablierung der Methode zur Bestimmung der TAG-Verteilung, wurde
diese auf biologische Proben angewendet. Zunächst wurden verschieden Pflan-
zenöle untersucht, da es sich hierbei um nahezu reine TAG-Gemische (ohne Bei-
mengungen anderer Lipide) handelt. Es konnte eine detaillierte Aufschlüsselung
der einzelnen TAG-Spezies, die in den Ölen vorkommen, erstellt werden. Durch
die erreichte Linienbreite von 0,5 Hz in den 13C-NMR Spektren konnten die sn-
Positionen von Ölsäure-, Linol-, sowie Linolensäureresten bestimmt werden. Eine
Bestimmung aller gesättigten Fettsäuren war nicht direkt möglich, könnte je-
doch perspektivisch mit einem besseren Setup ebenso erreicht werden. Bei dem
gewählten hier verwendeten Aufbau war eine Differenzierung der chemischen
Verschiebung bis zum 12. C-Atom ausgehend von der Estergruppe eines Acylrests
möglich, was eine Analyse bis zur Palmitinsäure ermöglichen könnte. Als Haupt-
kriterium für Trennbarkeit der Signale wurde die Homogenität des Magnetfelds
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ermittelt. Die Dispersion konnte durch die Wahl eines geeigneten NMR Röhrchens
(2,5 mm im Vergleich zu 5 mm), intensiven Shimmens und Nachprozessierung der
Spektren maximiert werden, so dass bereits Differenzen der chemischen Verschie-
bung von 0,7 Hz aufgelöst werden können.
Abschließend fand die beschriebene Methode Anwendung bei Fettgewebspro-
ben von Mäusen. Verglichen wurden erneut subkutanes, viscerales und braunes
Fett, jedoch diesmal mit Hinblick auf den Einfluss von Adipositas auf die ein-
zelnen TAG-Spezies. Trotz unterschiedlicher Zusammensetzung konnte bei allen
Fettgeweben die gleiche TAG-Verteilung ermittelt werden. Ebenso zeigte sich,
dass eine Zunahme des Speicherfetts zu keiner Veränderung der einzelnen TAG-
Spezies führt. Daraus wurde geschlussfolgert, dass nur bestimmte TAG für die
Speicherung von Fettsäuren verwendet werden und es einen Zusammenhang zu





This thesis was part of the collaborative research centre CRC 1052 ”Mechanisms
of obesity “. The essential aspect of obesity is an excessive storage of lipids
Lipids are one of the most important substances within biological systems. In
general, lipids are defined as hydrophobic molecules that are synthesized from
carbanionic thioesters or carbocationic isoprene units. There are several different
classes within lipids and each of them is characterized by distinct functions. The
storage of energy is predominantly carried out by acylglycerols, a class of lipids
comprised of glycerol and esterified fatty acids. The complete esterification of
glycerol lead to the formation of triacylglycerols (TAG). Acylglycerols are the main
constituents of adipose tissue respectively tissue with lipid storage caused by
illnes. Thus, their analysis is of great interest. The two main aspects in this thesis
involved the composition of the acyl residues and their position within the TAG
molecule. In order to obtain those information both nuclear magnetic resonance
(NMR) and addionally MALDI-TOF mass spectrometry were used. It was aimed
for achieving a detailed information about the TAG composition avoiding an
extensive sample preparation.
First, 1H NMR spectra of adipose tissue extracts of mice were recorded. Sub-
cutaneous, visceral and brown adipose tissue were compared with regards to
their composition. Further adipose tissue of obese mice fed with a special diet
were investigated. The evaluation of the NMR spectra was based on integrating
separated resonances. All results were compared to the standard methode gas
chromatography (GC). GC is known for it’s accuracy but involves tedious sample
preperation. When using NMR most of the sample preperation can be omitted.
However, the accuracy of the results obained by NMR are rarely compared to
standard methods. It could be shown that the NMR results had a lower variance
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compared to GC. Additionally, high amounts of saturated fatty acids resulted in
stronger deviations between both methods, showing the limitations of GC.
Using exclusively separated resonances restricts the information that can be ob-
tained by NMR. Thus, a method that was not based on integration was developed.
As a result even overlapping resonances could be used for the lipid analyses. The
method was based on linear combination complemented with similarity analysis.
First, a homebuilt database of fatty acid spectra was generated. With the help of
this database spectra of complex mixtures could be analyzed. A major aspect was
dealing with the variability of the chemical shift. To solve this problem several
weighting functions were introduced and compared for their performance. This
approach enabled a significantly improved spectral analysis compared to simple
signal integration. Unsaturated compounds could be seperated despite overlap-
ping resonances, since they show very distinct signal patterns. Saturated fatty
acids signals were differentiated in short and long chained residues. For a lot of
analytical cases such a classification would be sufficient.
So far it was focused on the overall composition of the acyl residues. However,
this information is not sufficient for describing the individual TAG species in
a sample. In order to describe them, the positional distribution of the acyl resi-
dues has to be known. Most methods cannot gather the positional information.
Chromatography relies in derivatisation of the fatty acids which leads a loss of
the positional information. Mass spectrometry can detect intact TAGs but fails to
seperate isomers. Here a combination of high resolution 13C-NMR spectroscopy
and MALDI-TOF MS was established for determining the TAG distributiion of
lipid samples. 13C-NMR is capable of differentiating the sn-positions, since they
are either primary or secondary alcohols. The differences in their chemical en-
vironment results in a chemical shift variation even if all sn-positions bear the
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same fatty acid residue. However, the 13C-NMR data were not sufficient for descri-
bing the TAG composition. There were more than one possible combinations of
TAGs explaining the NMR results. Thus MALDI-TOF MS spectra were recorded
in addition. By using MS the total chain length and the number of double bonds
could be determined. The combination of the NMR and MS results were used to
calculate the most likely TAG distribution. The described approach was confirmed
by analysing mixtures of defined, synthetic TAGs.
After establishing the described method it was applied to biological samples.
First of all several vegetable oils were investigated, since they are comprised of
TAGs almost exclusively. A detailed analysis of the TAG composition could be
achieved. It was possible to distinguish between the sn-positions of oleic, linoleic
and linolenic acid esters by reducing the signal width to 0,5 Hz. The determination
of all the saturated residues was not feasible with the used setup. However, with
the help of better equipment one could even seperate resonances of long chained
saturated acyl residues. A chemical shift difference at the 12thC position could
still be resolved, enabling the analysis of palmitic acid esters. The homogeneity of
the magnetic field was found to be the most important parameter for the signal
separation. By using an appropriate sample tube, applying intensive shimming
and working with postprocessing methods, chemical shift differences down to
0,7 Hz could be resolved.
Finally, the so far described procecdure was applied to adipose tissue samples of
mice. Again, subcutaneous, visceral and brown adipose tissue were investigated.
However, this time it was focused on the influence of obesity on the overall TAG
composition. Despite finding significant differences in the composition of the tissue
samples, the distribution of the TAG species remained unchanged. Additionally, it
was found that an increase in storage lipids had little influence on the posiitional
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distribution of the acyl residues. It was concluded that only specific TAGs are
used as a fatty acid storage. This result could reflect the different physicochemical
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